Molekularbiologischer Nachweis seltener Mutationen im Aldolase B Gen.
Ein Beitrag zur Diagnostik der hereditären Fructoseintoleranz.: Molekularbiologischer Nachweis seltener Mutationen im Aldolase B Gen.Ein Beitrag zur Diagnostik der hereditären Fructoseintoleranz. by Langhammer, Marcus
Molekularbiologischer Nachweis seltener Mutationen im Aldolase B Gen.
Ein Beitrag zur Diagnostik der hereditären Fructoseintoleranz.
Dissertation
Zur Erlangung des akademischen Grades
Dr. med.
an der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig
eingereicht von:
Marcus Langhammer
geboren am: 10.05.1981 in Wolfen
angefertigt am:
Institut für Biochemie, Medizinische Fakultät der Universität Leipzig
betreut von:
Prof. Dr. rer. nat. H.-J. Böhme
Beschluss über die Verleihung des Doktorgrades vom: 27.09.2011
Inhaltsverzeichnis 
 
Seite 
1.  Einleitung            1 
1.1  Vorkommen und Bedeutung der Fruktose        1 
1.2  Stoffwechsel der Fruktose          2      
1.3  Aldolase B            5     
1.4  Störungen im Fruktosestoffwechsel         6 
1.5  Klinik der hereditären Fruktoseintoleranz        8 
1.6  Pathobiochemie der hereditären Fruktoseintoleranz     12 
 
2.  Aufgabenstellung         17 
 
3.  Material und Methoden        18 
3.1  Patienten und Material        18 
3.1.1  Patienten          18 
3.1.2  Chemikalien          18 
3.1.3  Enzyme und DNA-Längenstandards       19 
3.1.4  Molekularbiologische Kits        19 
3.1.5  Oligonucleotide         20 
3.1.6  Häufig verwendete Lösungen       21 
3.1.7  Vektoren          21 
3.2.  Methoden          21 
3.2.1  Gewinnung genomischer DNA       22 
3.2.2  Quantitative DNA-Bestimmung       22 
3.2.3  PCR           23 
3.2.4  Restriktionsendonucleaseverdau       25 
3.2.5  Agarose – Gelelektrophorese       25 
3.2.6  Reinigung von DNA-Fragmenten       26 
3.2.7  SSCP Analyse         26 
3.2.8     Polyacrylamidgelelektrophorese     27 
3.2.9   Herstellung kompetenter E. coli Zellen      28 
3.2.9.1  RbCl2-kompetente Zellen        28 
3.2.9.2  Ultrakompetente Zellen        28 
Seite 
3.2.10   Klonierung von DNA-Fragmenten       29 
3.2.10.1   Ligation von DNA-Fragmenten       29 
3.2.10.2  Transformation von E. coli – Zellen       30 
3.2.10.3   Selektion positiver Kolonien und Gewinnung der Plasmide     30 
3.2.11    DNA – Sequenzierung        30 
 
4.  Ergebnisse          32 
4.1  Patienten          32 
4.2  Strategie          34 
4.3 PCR-Optimierung         34 
4.4 Nachweis der häufigen Mutationen A149P und A174D    35 
4.5  Suche nach selteneren Mutationen durch RFLP-Analyse    40   
4.6  Screening nach weiteren Mutationen durch SSCP-Analyse    47 
4.7  Klonierung und Sequenzierung der auffälligen Exons    49 
4.8 Sequenzierung von klonierten PCR-Produkten     53 
4.9  Genotypus der untersuchten Patienten      55 
 
5.  Diskussion          58 
5.1 Mutationen im Adolase B – Gen       57 
5.2  Häufigkeit und geograph. Verteilung von Aldolase B Mutanten   64 
5.3  Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf eine HFI    65   
 
6.  Zusammenfassung         70 
7.  Literaturverzeichnis        76 
8. Eigenständigkeitserklärung       83 
9.  Lebenslauf          84 
10.  Danksagung          85 
Bibliographische Beschreibung 
 
Langhammer, Marcus 
 
Molekularbiologischer Nachweis seltener Mutationen im Aldolase B Gen. 
Ein Beitrag zur Diagnostik der hereditären Fructoseintoleranz. 
 
Universität Leipzig, Dissertation 2011 
85 S., 82 Lit., 32 Abb., 11 Tab. 
 
Referat: 
Mutationen im Gen der Aldolase B auf Chromosom 9 führen zur „hereditären“ 
Fructoseintoleranz (HFI), die nach einer längeren Fructoseexposition zu schweren 
Leber- und Nierenschäden bis hin zum völligen Versagen dieser Organe führen kann. 
Zum Ausschluß bzw. zur Bestätigung einer HFI werden seit ca. 20 Jahren 
hauptsächlich molekularbiologische Verfahren eingesetzt. Dabei zeigte es sich, dass 
wenige, regional unterschiedlich häufig vorkommende Mutationen (in Deutschland 
A149P und A174D) bei dem Großteil der Patienten für diese Erkrankung 
verantwortlich sind. Viele Laboratorien beschränken sich daher auf den Nachweis 
bzw. den Ausschluß dieser Mutationen.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu zeigen, dass auch bei den Patienten mit der 
Verdachtsdiagnose „hereditäre Fruktoseintoleranz“, bei denen die häufig vorkommen-
den Mutationen A149P und A174D nur auf einem oder auf keinem der zwei Allele 
nachweisbar waren, die Diagnose mit molekularbiologischen Methoden durch den 
Nachweis seltener oder bisher nicht beschriebener Mutationen gesichert werden kann.  
Untersucht wurden 8 Patienten aus 5 Familien mit dieser Verdachtsdiagnose. Dabei 
handelte sich um Patienten mit klinischen Symptomen und in einem Fall enzymatisch 
gesicherter Diagnose. In allen Fällen mit Ausnahme von Patient III3 (Genotyp 
A174T/Wildtyp) konnten zwei Mutationen im Aldolase B-Gen nachgewiesen werden. 
Von den insgesamt identifizierten 8 Mutationen waren 3 zum Zeitpunkt der 
Durchführung der experimentellen Arbeiten in der Fachliteratur noch nicht 
beschrieben und erhöhen die Zahl der bekannten Mutationen im Aldolase B – Gen auf 
insgesamt 45. 
Abkürzungsverzeichnis 
 
ADP    Adenosin-5´-diphosphat 
amp    Ampicillinresistenzgen 
AMP    Adenosin-5´-monophosphat 
ATP    Adenosin-5´-triphosphat 
BAP    bakterielle alkalische Phosphatase  
cAMP    cyclisches Adenosin-3´,5´-monophosphat 
CDS    „coding sequence“, kodierende Sequenz 
Da    Dalton 
DNA    Desoxyribonucleinsäure 
dNTP    Desoxynucleotidtriphosphat 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
GLUT    Glukose-Transporter 
GTP    Guanosin-5´-triphosphat 
HFCS    high fructose corn syrup 
IMP    Inosin-5´-monophosphat 
ITP    Inosin-5´-triphosphat 
lacZ    ß - Galactosidasegen 
mRNA   „messenger“-Ribonucleinsäure 
MOPS    Morpholinopropansulfonsäure 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion 
RNA    Ribonucleinsäure 
RFLP    Restriktions-Fragmentlängen-Polymorphismus 
SSCP    Single Strand Conformation Polymorphism 
TAE    Tris-Eisessig-EDTA 
TBE    Tris-Borat-EDTA 
TE    Tris-EDTA 
TEMED   N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin 
TRIS    Tris-(hydroxymethyl-)aminoethan 
UDP    Uridin-5´-diphosphat 
UTP    Uridin-5´-triphosphat 
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1. Einleitung 
1.1 Vorkommen und Bedeutung der Fruktose 
Fruktose ist ein weißer, kristalliner, gut wasserlöslicher Feststoff. Aufgrund der sechs 
C-Atome wird die Fruktose in die Gruppe der Hexosen eingeordnet. Ein zusätzliches 
Merkmal ist die Ketogruppe, weswegen eine weitere Zuordnung in die Untergruppe der 
Ketosen erfolgt. 
In der Nahrung kommt Fruktose als Monosaccharid vor allem in Früchten und im Bie- 
nenhonig vor. In gebundener Form, als Disaccharid Saccharose (2-β-D-Fructo-
furanosyl-1-α-D-glukopyranosid), ist sie als normaler Haushaltszucker bekannt. Dieser 
besitzt im Vergleich zur freien Fruktose eine 20% niedrigere Süßkraft. Fruktose ist 
ebenfalls im Trisaccharid Raffinose, im Tetrasaccharid Stachyose und im Polysaccharid 
Inulin enthalten. Letzterem kommt klinische Bedeutung in der Bestimmung der Nieren-
funktion zu. 
In zunehmendem Maße sollte dem Fruktosegehalt in industriell gefertigten Nahrungs-
mitteln Beachtung geschenkt werden. Diesen wird HFCS (high-fructose corn syrup), ein 
fruktosehaltiger Sirup aus Maisstärke zugesetzt. In Europa ist daher derzeit eine Reduk-
tion des Tafelzuckerverbrauches zu verzeichnen. Gleichzeitig steigt jedoch der Ver-
brauch von HFCS um jährlich 20% an. In den USA ist der Pro-Kopf-Verbrauch von 
1977 bis 1997 um 550% angestiegen (Putnam 2002). 
Im menschlichen Körper kann Fruktose über den Polyolweg aus Glukose synthetisiert 
werden. Hierfür sind die Aldosereductase (EC 1.1.1.21) und die Sorbitoldehydrogenase 
(EC 1.1.1.14) notwendig. Dieser Reaktion kommt besondere Bedeutung in den Samen-
blasen zu. Hier findet eine Testosteron kontrollierte Fruktoseproduktion statt, welche 
den größten Anteil des Energieverbrauchs der Spermien abdeckt.  
Eine weitere besondere Bedeutung erlangte die Fruktose in diätetischen Lebensmitteln. 
Aufgrund der insulinunabhängigen Verstoffwechselung und des niedrigen glykämi-
schen Indexes (Fruktose 20, Glukose 102) schien Fruktose zunächst besonders für die 
Ernährung von Diabetikern geeignet. Neuere Studien belegen jedoch die negativen Ein-
flüsse der Fruktose auf Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel bei Diabetikern und gesun-
den Menschen (Jürgens 2005). So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass vor allem 
bei Männern im Rahmen einer hohen Fruktoseaufnahme der Triglyceridspiegel ansteigt 
(Bantle 2000).  
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Ein weiteres Problem ist die bei rund einem Drittel der Bevölkerung schlechte Fruktose-
aufnahme im Darm. Dadurch kann es zu einer bakteriellen Fehlbesiedelung des Darmes 
kommen, welche zu einer chronischen Immunstimulation führt. Folge ist eine mögliche 
Verstärkung einer Insulinrezeptorresistenz. Somit ist Fruktose in größeren Mengen 
durchaus als diabetogen einzustufen. Gaby zeigte 2005 zusammenfassend auf, dass, 
obwohl die Langzeitfolgen von hohem Fruktosekonsum noch nicht ausreichend er-
forscht sind, eindeutige Hinweise für die Beteiligung von Fruktose an der Entstehung 
von Atherosklerose, chronischer Diarrhoe, Übergewicht, Diabetes mellitus und nicht-
alkoholischer Leberverfettung bestehen. Entscheidende Faktoren scheinen die aufge-
nommene Menge und die individuelle Toleranz zu sein. 
 
1.2 Stoffwechsel der Fruktose 
Die Resorption der Fruktose erfolgt im Dünndarm. Sie ist langsamer als die der Glukose 
und folgt einem anderen Mechanismus. Im Gegensatz zum aktiven Na+-Cotransport der 
Glukose wird Fruktose passiv resorbiert. Im apikalen Anteil der Enterozyten findet sich 
das GLUT-5 und im basalen Anteil das GLUT-2 Protein. Beide gehören zu einer Grup-
pe von transmembranären Transportproteinen von denen bislang drei Klassen mit insge-
samt 14 Typen bekannt sind. Sie besitzen 12 hydrophobe Transmembrandomänen, die 
eine zentrale Pore bilden. Dadurch können Stoffe die Lipiddoppelschicht von Zellen 
passieren. Fruktose wird somit die erleichterte Diffusion entlang des Konzentrations-
gradienten aus dem Darmlumen über die Enterozyten in den Blutkreislauf ermöglicht. 
Eine Regulation der Resorption findet nicht statt, eine vollständige Resorption ebenfalls 
nicht. Es besteht daher besonders bei Kindern die Gefahr durch hohe Mengen von 
Fruktose in der Nahrung eine osmotische Diarrhoe zu erzeugen (Lifshitz 1992). Auch in 
den übrigen Geweben existieren Proteine, die Fruktose aus dem Blut in die jeweiligen 
Zellen transportieren. In der Leber erfolgt die Aufnahme zum größten Teil über GLUT-
2 und somit über das gleiche System wie bei der Glukoseresorption (Craigk 1980). Im 
Fettgewebe sind vor allem das hochaffine (Km 2.5 – 5 mM) insulinabhängige GLUT4 
und ein niedrigaffines (Km 25 mM) insulinunabhängiges Transportsystem für die Auf-
nahme verantwortlich. Die Leber ist neben der Niere und dem Dünndarm das wichtigste 
Organ für den Fruktosestoffwechsel. Verantwortlich hierfür ist die unten beschriebene 
spezifische Ausstattung der Leber mit Enzymen des Fruktosestoffwechsels. 
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Abb. 1: Kohlenhydratstoffwechsel der Leberzelle 
 
Die über die V. portae vom Dünndarm zur Leber gelangte Fruktose wird in einem ersten 
Schritt phosphoryliert. Die ATP-abhängige Phosphorylierung erfolgt durch die Frukto-
kinase (auch Ketohexokinase genannt) (EC 2.7.1.3) zu Fruktose-1-phosphat (Abb. 1). 
Ein geringer Teil der Fruktose passiert die Leber und wird in anderen Geweben wie 
Muskel oder Fettgewebe durch die verschiedenen Hexokinaseisoenzyme zu Fruktose-6- 
phosphat phosphoryliert. Diese Reaktion ist von der Glukosekonzentration abhängig, da 
die Affinität der Hexokinase für Glukose deutlich höher als für Fruktose ist. Bedeutung 
zur Energiegewinnung erlangt diese Reaktion daher in Geweben, in denen die Glukose-
aufnahme insulingesteuert ist. In Abwesenheit von Insulin kommt es zu einer niedrigen 
intrazellulären Glukosekonzentration mit daraus resultierender vermehrter Bildung von 
Fruktose-6-phosphat aus Fruktose (Froesch und Ginsberg 1962).  
Danach erfolgt die reversible Spaltung von Fruktose-1-phosphat in D-Glycerinaldehyd  
und Dihydroxyacetonphosphat. Das hierfür nötige Enzym heißt Aldolase (EC 4.1.2.13). 
Es liegt in 3 gewebsspezifischen Isoenzymformen vor. Die Aldolase A kommt vor  
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allem im Muskel, die Aldolase C im Gehirn und die Aldolase B vor allem in der Leber 
und den Nieren vor (Bais 1985). Jedes Enzym kann sowohl Fruktose-1,6-bisphosphat, 
als auch Fruktose-1-phosphat aus dem Fruktoseabbau spalten. Jedoch unterscheiden sie 
sich in ihren kinetischen Eigenschaften. Während die Aldolase A Fruktose-1,6-bis-
phosphat 50 mal schneller als Fruktose-1-phopshat verstoffwechselt, spaltet die Aldola-
se B beide Stoffe nahezu gleichschnell (Heinz 1968) und übernimmt damit die ent-
scheidende Rolle im Fruktoseabbau. Für die Aldolase B betragen die Km-Werte für 
Fruktose-1,6-bisphosphat 4-12 µM und für Fruktose-1-phosphat 1 mM (Koster et al. 
1975). Das entstandene Dihydroxyacetonphosphat kann direkt in die Glykolyse bzw. 
Glukoneogenese eingeschleust werden. Der gleichzeitig gebildete Glycerinaldehyd 
kann drei verschiedene Wege gehen (Abb. 2), indem er durch verschiedene Enzyme 
verarbeitet wird. Das wichtigste ist die Triokinase (EC 2.7.1.28). Durch dieses Enzym 
wird D-Glycerinaldehyd ATP-abhängig zu Glycerinaldehyd-3-phosphat phosphoryliert 
und ebenfalls in die Glykolyse eingeschleust. Weitere Möglichkeiten sind die NADPH- 
abhängige Reduktion zum Glycerol mit anschließender Einschleusung in die Glycero- 
lipidsynthese und die Oxidation zum Glycerat mit anschließender Einbindung in die 
Glykolyse. 
 
 
Abb. 2: Stoffwechsel von Glycerinaldehyd 
1 – Glyceroldehydrogenase, 2 – Triokinase, 3 - Glyceratdehydrogenase 
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Insgesamt erfolgt der Abbau von Fruktose schneller als der von Glukose, da die ersten 
Schritte der Glykolyse, vor allem die geschwindigkeitsbestimmende Phosphofrukto-
kinase-Reaktion, umgangen werden können. 
 
 
1.3 Aldolase B 
Das Gen (ALDOB) für die Aldolase B ist auf dem langen Arm von Chromosom 9 loka-
lisiert (Abb. 3) (Henry 1985). 
 
 
 
Abb. 3: Chromosomale Lokalisation des Aldolase B-Gens (rote Markierung)  
(Quelle: genecards.org) 
 
Es besteht aus 9 Exons, ist 14500 bp lang und kodiert für 364 Aminosäuren. Im Exon 2 
konnte das Startcodon nachgewiesen werden. Das Stopcodon befindet sich in Exon 9. 
Abb. 4a zeigt den Aufbau der Aldolase B. Sie ist ein Tetramer aus identischen 40kD 
großen Untereinheiten. Jede Untereinheit besitzt ein eigenes aktives Zentrum, in dem 
sich Lysin 229 befindet. Wie in Abb. 4b deutlich erkennbar geht dieses Lysin mit dem 
Zuckermolekül während der Spaltung eine kovalente Bindung ein. 
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Abb. 4a: Quartärstruktur Aldolase B                      Abb. 4b: Aktives Zentrum Aldolase B  
(Esposito 2002)                                                (http://www.rcsb.org/pdb) 
 
 
1.4 Störungen im Fruktosestoffwechsel 
Die wichtigsten Störungen des Fruktosestoffwechsels sind die benigne Fruktosurie, die 
hereditäre Fruktoseintoleranz, der Saccharase-Isomaltase-Mangel und indirekt, weil 
zum Glukoneogenesestoffwechsel gehörend, der Fruktose-1,6-bisphosphatase Mangel. 
 
Bei der benignen Fruktosurie (MIM 229800) liegt ein Defekt der Fruktokinase vor. Sie 
ist der älteste bekannte Defekt des Fruktosestoffwechsels und wurde erstmals 1876 von 
Czapek und Zimmer beschrieben. Durch den Defekt kann Fruktose nicht verstoffwech-
selt werden und wird mit dem Urin ausgeschieden. Der Defekt führt zu keinen klini-
schen Symptomen, insbesondere die Leberfunktion ist nicht gestört. Die Diagnose-
stellung gelingt daher oftmals erst durch eine routinemäßige Urinuntersuchung. Die 
Erkrankung bedarf keiner Therapie und ist harmlos. 
Beim Saccharase-Isomaltase-Mangel liegt eine Störung durch die fehlende Spaltung 
von Fruktose aus α – glykosidischen Verbindungen vor. Durch den Mangel des Enzyms 
Saccharase kann die α-1,4-glykosidische Bindung in Maltose (Glukose-Glukose) und in 
Saccharose (Fruktose-Glukose) nicht gespalten werden, durch einen Mangel an Isoma-
ltase die α-1,6-Bindung. Das Enzymprotein, welches beide Aktivitäten besitzt, ist im 
Dünndarm lokalisiert. Dadurch kann der Körper zwar freie Fruktose aufnehmen, jedoch,  
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wegen der gestörten Spaltung der Saccharose, nicht die gebundene Fruktose. Weit kriti-
scher, als die Störung der Saccharoseverdauung, ist die gestörte Maltosespaltung und 
damit die Störung des Stärkeverdaus. Dies führt ab dem Zeitpunkt der Zufütterung sac- 
charose- oder stärkehaltiger Produkte bei Kindern zu Gedeihstörungen und gastrointes-
tinalen Beschwerden. Erbrechen, Blähungen, Durchfälle und Bauchkrämpfe können 
beobachtet werden. Die Klinik ist stark von der Restaktivität abhängig, auch ein isolier-
ter Isomaltasemangel wurde beschrieben. Zur orientierenden Diagnostik dient ein Sac-
charose-Atemtest sowie eine Erniedrigung des Stuhl-pH-Wertes (pH 5-6). Die Diagno-
sesicherung gelingt durch die Bestimmung der Disaccharidaseaktivitäten im Dünn-
darmbioptat.  
1970 haben Baker und Winegrad als weiteren Enzymdefekt den Fruktose-1,6-bis-
phosphatase Mangel beschrieben (MIM 229700). Im Stoffwechsel der Glukoneogenese 
ist die Fruktose-1,6-bisphosphatase für die Umwandlung von Fruktose-1,6-bisphosphat 
zu Fruktose-6-phosphat verantwortlich. Ein Mangel des Enzyms führt daher zu einer 
Blockierung der Glukoneogenese mit daraus resultierenden metabolischen Veränderun-
gen, ähnlich der hereditären Fruktoseintoleranz. Hypoglykämie, metabolische Azidose 
und Leberverfettung können auftreten. Differentialdiagnostisch zur Abgrenzung von der 
hereditären Fruktoseintoleranz sind die fehlende Aversion gegen Obst und Gemüse, die 
fehlenden gastrointestinalen Symptome sowie der oft schon in den ersten Lebenstagen 
einsetzende Krankheitsbeginn zu nennen. Eine Zunahme der Symptome kann meist 
durch Infekte oder Fastenperioden getriggert werden. Die Diagnose erfolgt durch eine 
Enzymaktivitätsbestimmung in Dünndarm, Leukozyten oder Leberbiopsat. Seit einigen 
Jahren ist auch eine molekulargenetische Diagnostik möglich (Herzog 1999). Probleme 
bei der Diagnosestellung können, wie auch bei der HFI, durch die Abhängigkeit vom 
Bioptat entstehen. In Leukozyten kann die Fruktose-1,6-bisphosphatase-Aktivität falsch 
negative Werte anzeigen. Eine normale Leukozytenaktivität schließt einen hepatischen 
Defekt der Fruktose-1,6-bisphosphatase nicht aus (Besley 1994). Zur Diagnosesiche-
rung ist daher zunächst die Aktivitätsbestimmung in Leukozyten mit anschließender 
Untersuchung eines Leber- oder Dünndarmbioptats empfohlen. Der Nachweis einer 
genetischen Mutation kann ebenfalls versucht werden, jedoch ließ sich bisher nicht bei 
allen Betroffenen eine Mutationen nachweisen (Kikawa et al. 1997).  
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Schwerwiegende Folgen für die Betroffenen kann die erstmals 1956 von Chambers und 
Pratt diagnostizierte hereditäre Fruktoseintoleranz (MIM 229600) haben. Die einzige 
Therapie besteht darin eine lebenslange fruktosefreie bzw. –arme (< 40 mg/kg KG) Diät 
einzuhalten. Chambers und Pratt (1956) beschrieben eine „Zuckeridiosynkrasie“ bei 
einer 24-jährigen Patientin, die über abdominelle Beschwerden wie Erbrechen und 
Durchfall nach dem Verzehr von Fruktose und Saccharose klagte. Aufgrund eines nor-
malen Glukose-Toleranz-Testes vermuteten sie eine neue Störung des Kohlenhydrat-
stoffwechsels. Froesch postulierte 1957 die Vermutung, dass bei seinen vier miteinan-
der verwandten Patienten mit dieser neuen Störung ein autosomal rezessiver Defekt der 
Leberaldolase vorliegt. Her und Joassin gelang es erstmalig 1961 durch die Bestim-
mung der Enzymaktivität in einem Leberbioptat diesen Defekt nachzuweisen. 1975 
konnte Schapira zeigen, dass der Aktivitätsquotient Fruktose-1,6-bisphosphat/Fruktose-
1-phosphat, welcher für die Leberaldolase normalerweise bei 1 liegt, bei Patienten mit 
HFI zwischen 2.5 und 15 liegt. Bestätigt wird dies durch eine hohe Michaeliskonstante 
von 15-30 mM (normal 1-4 mM) für Fruktose-1-phosphat im Leberhomogenat von 
HFI-Patienten. 
 
 
1.5 Klinik der hereditären Fruktoseintoleranz 
Molekulare Ursache der HFI sind Mutationen im Gen der Leberaldolase auf Chromo-
som 9. In 60-80% der Patienten konnten zwei Punktmutationen nachgewiesen werden 
(A149P, A174D), durch die es zu einer starken Verminderung der Adolase B-Aktivität 
kommt. Symptome treten bei dieser Krankheit nur nach Zufuhr von Fruktose oder ande-
ren Zuckern (z.B. Sorbit, Saccharose), aus denen Fruktose gebildet werden kann, auf. 
Meist treten die ersten Symptome am Ende der Stillzeit, also mit Beginn der Zufütte-
rung fruktosehaltiger Säuglingsnahrung, in Form von Nahrungsverweigerung, Erbre-
chen und Durchfällen auf. Komatöse Zustände und Krämpfe sind möglich. In der EU-
Richtlinie 91/321 über Säuglingsanfangsnahrung und Folgenahrung vom 14. Mai 1991 
ist der Zusatz von Saccharose erlaubt. Aber nicht jeder nicht gestillte Säugling muss 
Symptome aufweisen, da die meisten Säuglingsnahrungen immer noch saccharosefrei 
sind (z.B. bei Verwendung von PRE-Nahrung). Aufgrund der unterschiedlichen  
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Zusammensetzungen der Säuglingsnahrungen lässt sich anamnestisch oft ein „Experi-
mentieren“ der Eltern bei der Nahrung der Kinder eruieren. Mütter benennen dann in 
vielen Fällen eine Ablehnung ihres Kindes gegenüber Süßem. Dieses „instinktive Mei-
dungsverhalten“ ist auch der Grund dafür, dass einige Patienten das Erwachsenenalter 
erreichen, ohne dass eine vorhandene HFI diagnostiziert wurde. 
Auffällig kann außerdem ein völlig kariesfreies Gebiss sein (Wetzel 1995). Zu beachten 
ist, dass Symptome auch während der Stillzeit trotz saccharosefreier Nahrung durch 
Medikamente oder Impfstoffe, die Fruktose enthalten, möglich sind. Als extremes Bei-
spiel sind hier die heute nicht mehr zugelassenen fruktose- und sorbitolhaltigen Infusi-
onslösungen zu nennen. Bei Patienten mit unerkannter HFI führten diese nicht selten 
zum Tod. 
Unterscheiden muss man die akuten von den chronischen Folgen der Erkrankung (Ta-
belle 1). Die akuten Symptome sind vor allem durch gastrointestinale Beschwerden wie 
Übelkeit und Erbrechen geprägt. Bei höherer Fruktosezufuhr können auch lebens-
gefährliche Zustände durch Hypoglykämie, Laktatazidose und Hyperurikämie erzeugt 
werden. Besonders Säuglinge und Kleinkinder sind gefährdet. 
Eine chronische Fruktoseexposition führt zu Nierenschädigung (proximal-tubuläres 
Syndrom), Leberzirrhose und Funktionsstörungen des Nervensystems (Apathie und 
Tremor). 
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Tabelle 1: Symptome bei HFI (Steinmann 2001) 
 
akute Exposition chronische Exposition 
- Schwitzen - Nahrungsverweigerung 
- Zittern - Gedeihstörung 
- Übelkeit - Unruhe > Schreien 
- Schwindel - Schläfrigkeit > Apathie 
- Erbrechen - Gelbsucht 
- Benommenheit - vorgewölbtes Abdomen     
- Apathie > Lethargie > Koma   - Hepatomegalie 
- Krämpfe - Steatose, Fibröse 
- Gerinnungsstörung - Gerinnungsstörung 
 - Diarrhö 
 - Ödeme, Aszites 
 - Kleinwuchs 
 
Ein weiterer wichtiger diagnostischer Hinweis ist eine vermehrte Blutungsneigung. Sie 
kann z.B. in Form von hämorrhagischen Diathesen in der Haut oder bei Blutentnahmen 
am Stichkanal vorliegen. Ursache sind ein stark erniedrigter Quick-Wert und eine deut-
lich verlängerte PTT aufgrund der chronischen Schädigung der Leber (Feist 1979). Die 
Diagnostik erfolgt heute bevorzugt durch eine molekularbiologische Analyse. Auf ältere 
Methoden wie die Aktivitätsmessung greift man heutzutage nur zurück, wenn der drin-
gende Verdacht einer Fruktoseintoleranz besteht und molekularbiologisch kein positives 
Ergebnis erzielt werden konnte. Die Aktivitätsmessung wird bevorzugt in einem Leber-
bioptat durchgeführt. Dabei wird der Quotient aus der Aktivität für Fruktose-1,6-bis-
phosphat und Fruktose-1-phosphat gebildet. Dieser ist bei gesunden Menschen 1:1 und 
bei Patienten mit HFI bis 1:15. Früher wurde außerdem ein intravenöser oder oraler 
Fruktosebelastungstest durchgeführt. Hierbei wurden verschiedene Parameter wie Blut-
glukose, Harnsäure und Laktat gemessen. Aufgrund der schweren und lebensbedrohli-
chen Nebenwirkungen durch die erzeugte Hypoglykämie mit möglichem Leberversagen 
ist diese Untersuchung heutzutage obsolet. Problematisch kann dies beim H2-Atemtest 
zum  Nachweis einer möglichen Fruktosemalabsorption sein. Der Patient erhält dabei  
Einleitung        11
 
eine orale Fruktosebelastung. Gemessen wird die H2-Konzentration in der Atemluft. 
Dies ist möglich, da durch die Störung der Fruktoseresorption, Fruktose in den Dick-
darm gelangt und nun unter H2 Bildung durch die intestinale bakterielle Flora gespalten 
wird. Der entstandene Wasserstoff diffundiert durch die Darmwand, gelangt in den 
Blutkreislauf und in die Alveolen und wird hier abgeatmet. Sollte allerdings eine bisher 
nicht erkannte HFI vorliegen, kann aus den oben genannten Gründen dieser orale Belas-
tungstest einen lebensbedrohlichen Zustand für den Patienten hervorrufen. Daher sollte 
eine HFI unbedingt vor einem H2 Atemtest ausgeschlossen werden. 
Wie in Abb. 5 zu sehen ist gelingt die Diagnosestellung aufgrund der möglicherweise 
inkonstanten und unspezifischen Beschwerden jedoch meist spät und in einigen Fällen 
gar nicht. Daher ist die wahre Inzidenz der Erkrankung sicher größer als die in der Lite-
ratur angegebene von 1:20000. 
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Abb. 5: Häufigkeit der Diagnose „HFI“ in verschiedenen Lebensjahren 
(Weis, 2000) 
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1.6 Pathobiochemie der hereditären Fruktoseintoleranz 
Aufgrund der multiplen genetischen Defekte der Aldolase B resultiert eine  unterschied-
liche Aktivitätsminderung mit mehr oder minder stark ausgeprägten klinischen Sympto-
men. Eine minimale Restaktivität kann außerdem durch die Aldolase A und C über-
nommen werden. Insgesamt kommt es jedoch in Leber, Niere und Dünndarm zu einer 
sehr schnellen Akkumulation von Fruktose-1-phosphat nach Fruktosezufuhr. Dies ge-
schieht aufgrund der in diesen Geweben vorhandenen hohen Aktivität der Frukto-
kinase. Da der weitere Abbau durch die Aldolase B gestört ist, kommt es zu den charak-
teristischen metabolischen Veränderungen, welche letztendlich für die toxischen Wir-
kungen und die daraus resultierenden Organschädigungen verantwortlich sind. Die 
wichtigsten Veränderungen sollen im Folgenden näher betrachtet werden. Es handelt 
sich dabei um eine reaktive Hypoglykämie (Abb. 6a), einen Anstieg der Harnsäure mit 
Störung des ATP-Haushaltes sowie eine Erhöhung der Laktatkonzentration. 
 
 
 
Abb. 6a: Fruktose- und Glukose-Spiegel im Blut eines 6½-jährigen Kindes mit hereditä-
rer Fruktoseintoleranz nach Belastung mit 50g Fruktose peroral. (nach Wolf 1964) 
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Abb. 6b: Fruktose- und Glukose-Spiegel im Blut eines 7-jährigen gesunden Kindes 
nach Belastung mit 50g Fruktose peroral. (nach Wolf 1964) 
 
In vielen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die klinisch bestehende Schock-
symptomatik nach oraler oder intravenöser Fruktoseapplikation sich nicht allein durch 
die Hypoglykämie erklären lässt. Zwar steht die Hypoglykämie im Vordergrund, jedoch 
konnten an Patienten massive Schockzustände auch bei Blutzuckerwerten von 60 mg% 
und höher beobachtet werden. Üblicherweise treten diese Schockzustände bei Patienten 
ohne HFI erst bei niedrigeren Glukosekonzentrationen auf. Auffallend war ausserdem, 
dass durch Injektion von Natriumphosphat, Glukose oder von Galaktose und Fruktose 
gleichzeitig diese Schockzustände deutlich abgeschwächt oder sogar verhindert werden 
konnten. Es könnte daher auch eine zerebrale Verwertungsstörung von Glukose vorlie-
gen, welche neben der Hypoglykämie und anderen Faktoren die starken Symptome aus-
löst (Alhoug 1969). 
Zur Erklärung der Entstehung der Hypoglykämie gibt es verschiedene Überlegungen. 
Zum einen konnte gezeigt werden, dass eine hohe Fruktose-1-phosphat Konzentration 
zur Hemmung der Phosphoglukoseisomerase und daraus resultierend zur Hemmung der  
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Glukoneogenese führt. Dieses Phänomen erklärt jedoch nur eine Hypoglykämie in der 
späten postabsorptiven Phase aber nicht die schnelle reaktive Hypoglykämie in der ab-
sorptiven und frühen postabsorptiven Phase nach Fruktosebelastung. Thurston et al. 
(1974) konnten zeigen, dass bei einer fruktoseinduzierten Hypoglykämie die Glykogen-
Phosphorylase (EC 2.4.1.1) vollständig inhibiert ist. Der Hinweis auf eine Störung in 
der Glykogenolyse kam durch die Erkenntnis, dass Glukagon keine Veränderung der 
fruktoseinduzierten Hypoglykämie herbeiführt (van den Berghe et al. 1973). Die Gly-
kogen-Phosphorylase katalysiert die Bildung von Glukose-1-phosphat aus Glykogen 
und ist somit an der Aufrechterhaltung der Glukosehomöostase maßgeblich beteiligt. 
Noch nicht ganz erklärt ist der Mechanismus dieser Inhibition. Diskutiert wird die Rolle 
der cAMP-Konzentration (van den Berghe et al. 1978). cAMP dient zur Aktivierung der 
Proteinkinase A, welche über eine Phosphorylierungskaskade die inaktiv vorliegende 
Glykogen-Phosphorylase b in die aktive a-Form umwandelt. Gegen diese Vermutung 
sprechen die Befunde, dass die gemessene hepatische Restkonzentration von cAMP zur 
Aktivierung der Proteinkinase A ausreichen dürfte und dass die Gabe von Dibutyryl-
cAMP keine Veränderung der fruktoseinduzierten Hypoglykämie herbeiführt. Eine we-
sentlich plausiblere Erklärung ist die Hemmung der Glykogen-Phosphorylase a durch 
Fruktose-1-phosphat, welche durch die erniedrigte Konzentration von anorganischem 
Phosphat, wie sie bei der hereditären Fruktoseintoleranz vorliegt, verstärkt wird (Kauf-
mann und Froesch 1973, Thurston et al 1974). In weiteren Versuchen konnte gezeigt 
werden, dass in der Rattenleber bereits 2 Minuten nach einer intravenösen Fruktosebe-
lastung die ATP-Konzentration um 60% gesunken ist, ohne dass ein entsprechender 
Anstieg des ADP oder AMP erfolgte (Mäenpää et al. 1968). Dies ist zum einen durch 
einen vermehrten ATP Verbrauch in der Fruktokinasereaktion und zum anderen durch 
einen gesteigerten Abbau der Adeninnucleotide, mit daraus resultierendem Anstieg der 
Harnsäureproduktion und –ausscheidung, zu erklären. Es konnte gezeigt werden, dass 
bei gesunden Probanden eine Fruktosebelastung von 1.0-1.5 g/kg Körpergewicht und 
bei Patienten mit Fruktoseintoleranz eine Belastung mit 0.16 g/kg Körpergewicht zu 
einem nachweisbaren Anstieg der Harnsäurekonzentration führen (Fox und Kelly 1972, 
Narins et al. 1974, Peaston 1973). Dies geschieht im Rahmen des Abbaus der Adenin-
nucleotide in der Leber (Abb. 7). Zunächst wird AMP durch die 5´-Nucleotidase (EC 
3.1.3.5) zu Adenosin dephosphoryliert. In einem weiteren Schritt erfolgt durch die  
Einleitung        15
 
Adenosindesaminase (EC 3.5.4.4) unter Bildung von Ammoniak der Abbau zu Inosin. 
Eine weitere Möglichkeit ist zunächst die Bildung von IMP aus AMP durch die AMP-
Desaminase (EC 3.5.4.6) unter Abspaltung von Ammoniak und der anschließende Ab-
bau zu Inosin durch die 5´-Nucleotidase (EC 3.1.3.5) wobei anorganisches Phosphat 
entsteht. Inosin wird im nächsten Schritt durch eine Nucleosidphosporylase unter Ver-
wendung von anorganischem Phosphat zur Ribose-1-phosphat und Hypoxanthin ver-
stoffwechselt. Die Xanthinoxidase schließlich bildet aus Hypoxanthin in einem Zwi-
schenschritt Xanthin und letztendlich Harnsäure. Als weiteres Reaktionsprodukt ent-
steht jeweils H2O2. Um unter physiologischen Bedingungen die Konzentration der 
schlecht wasserlöslichen Harnsäure gering zu halten und die für die Zelle notwendigen 
Adeninnucleotide bereitzustellen, erfolgt bevorzugt der Abbau von AMP zu Adenosin. 
Dieses kann anschließend sofort durch die Adenosinkinase erneut zu AMP und somit 
auch zu ADP und ATP verstoffwechselt werden.   
 
Abb. 7: Adeninnucleotidabbau  
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Die Regulation des Adeninnucleotidabbaus erfolgt durch die AMP-Desaminase. Unter 
in vivo Bedingungen hat dieses Enzym ca. 5% der Maximalaktivität (van den Berghe et 
al 1977), da es durch die physiologischen Konzentrationen des anorganischen Phosphats 
und des GTP stark gehemmt wird. Bei Patienten mit einem Aldolase B Defekt ist diese 
Hemmung durch das abgesunkene anorganische Phosphat und GTP vermindert und es 
kommt zum vermehrten Abbau von AMP zu Harnsäure (van den Berghe et al 1977). 
Beweisend dafür ist auch der von Woods et al. (1970) gemessene Anstieg der IMP 
Konzentration nach Fruktosebelastung. Insgesamt kommt es zu einem massiven Abfall 
der ATP-Konzentration, was diverse Störungen im Stoffwechsel zur Folge hat. ATP 
dient als Chelator für Magnesiumionen. Es kommt daher zum Absinken der intrazellulä-
ren und Ansteigen der extrazellulären Konzentration von Magnesiumionen. Des Weite-
ren sind die Verstoffwechslung von Ammoniak und die cAMP-Synthese gestört (van 
den Berghe et al. 1978) sowie die Synthese von Proteinen und RNA vermindert (Bode 
et al.1973). An gesunden Probanden konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur Be-
lastung mit Glukose, es nach Fruktosebelastung zu einem deutlich schnelleren Anstieg 
der Laktatkonzentration kommt. Hierfür werden bei gesunden Probanden vor allem fol-
gende Faktoren verantwortlich gemacht (Cook 1971, Steinmann et al. 1975). Als erstes 
erfolgt durch Fruktose-1-phosphat sowie Fruktose-1,6-bisphosphat eine Aktivierung der 
hepatischen Pyruvatkinase (EC 2.7.1.40) (Eggleston und Woods 1970, Mapungwana 
und Davis 1982). Als nächstes ist im Fruktosestoffwechsel die geschwindigkeitsbe-
stimmende Reaktion des Glukoseabbaus, die Phosphofruktokinase-1-Reaktion, nicht 
notwendig. Als letztes ist die höhere Phosphorylierungsaktivität der Fruktokinase für 
Fruktose, im Vergleich zur Hexokinase und Glukokinase für Glukose zu nennen.  
Alles in allem scheint bei Patienten mit hereditärer Fruktoseintoleranz vor allem der 
erste der genannten Faktoren für die Laktaterhöhung verantwortlich zu sein, da die, die 
hepatische Pyruvatkinase aktivierende, Fruktose-1-phosphat-Konzentration über einen 
Zeitraum von mehreren Stunden erhöht bleibt, während sie sich bei gesunden Proban-
den, wie Boesinger et al. (1994) zeigen konnten, schon nach 15–20 Minuten wieder 
normalisiert. Insgesamt liegen also mehrere komplexe Eingriffe in den Kohlenhydrat-
stoffwechsel vor, welche dann zu den oben beschriebenen akuten und chronischen Fol-
gen führen. 
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2. Aufgabenstellung 
 
Am Institut für Biochemie der Universität Leipzig sind seit vielen Jahren 
Untersuchungen zum Nachweis genetischer Defekte des Kohlenhydratstoffwechsels 
durchgeführt wurden. Ein Teil der Untersuchungen diente zum Nachweis bzw. 
Ausschluss einer hereditären Fructoseintoleranz. Hierzu kamen seit etwa 1991 
verschiedene molekularbiologische Methoden zur Anwendung, wobei routinemäßig auf 
die zwei häufigsten Mutationen (A149P und A174D) geprüft wurde. Die Proben 
stammten von Patienten aus verschiedenen Krankenhäusern, die meist unter 
gastrointestinalen Symptomen litten und bei denen der Verdacht auf Vorliegen einer 
hereditären Fructoseintoleranz gestellt wurde. Die vorliegende Arbeit sollte die Frage 
klären, ob bei denjenigen Patienten, bei denen eine der häufigen Mutationen nur auf 
einem Allel oder gar nicht nachweisbar ist und bei denen klinisch ein begründeter 
Verdacht auf eine hereditäre Fructoseintoleranz vorliegt, molekularbiologische 
Methoden zur Diagnose-sicherung verwendet werden können. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Patienten und Material 
3.1.1 Patienten 
Zur Untersuchung wurden jeweils ca. 3 ml EDTA Blut verwendet. Dieses wurde in den 
jeweiligen Kliniken oder vom Hausarzt abgenommen und anschließend an das Institut 
für Biochemie in Leipzig gesendet. Bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte die Lagerung 
bei -20°C. Bei allen Patienten lag ein begründeter Verdacht auf eine HFI bzw. ein 
enzymatisch (Patient V1) gesicherter Enzymdefekt vor. Bei Patient III1 war die 
Diagnose molekularbiologisch gesichert. Alle Patienten waren mit der molekular-
biologischen Untersuchung ihrer DNA auf Mutationen im Aldolase B-Gen einver-
standen. Nach Abschluß der Untersuchungen wurden alle Patienten DNA-Proben 
vernichtet. In Tabelle 2 ist eine Zusammenstellung der Patienten und der zu Beginn der 
Arbeit bekannten Genotypen zusammen gestellt. 
 
Tabelle 2: Übersicht der Patienten  
 
Patient Alter bei Probennahme Genotyp 
I       11 Jahre ?/? 
II    5 Jahre A149P / ? 
III1  1 2/12 Jahre A174D / A149P 
III2  11/12 Jahre A174D / ? 
III3  1/12 Jahre ?/? 
IV1   ca. 2 Jahre ?/? 
IV2 ca. 2 Jahre ?/? 
V1 26 Jahre ?/? 
V2    19 Jahre ?/? 
 
 
3.1.2 Chemikalien   
Agarose      Roth, Karlsruhe 
Borsäure (p.a.)     Roth, Karlsruhe 
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Bromphenolblau     Merck, Darmstadt 
dNTP´s      Amersham Biotech, Freiburg 
EDTA       Roth, Karlsruhe 
Ethanol 96%  (p.a.)     Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid     Roth, Karlsruhe 
Formamid (p.a.)     Merck, Darmstadt 
Harnstoff      Roth, Karlsruhe 
IPTG       Roth, Karlsruhe 
LongRangerTM Gel Solution    FMC, Rockland, USA 
MDETM Gel Solution     FMC, Rockland, USA 
MgCl2       Roth, Karlsruhe 
Mineralöl      Sigma, Deisenhofen 
N,N,N`,N`-Tetramethylendiamin (TEMED)  BioRad, München 
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan (TRIS)  SERVA, Heidelberg 
 
 
3.1.3 Enzyme und DNA-Längenstandards 
Restriktionsendonucleasen    Appligene, Heidelberg 
       Boehringer, Mannheim 
       New England Biolabs, Schwabach 
T4-DNA-Ligase     Promega, Mannheim 
Taq DNA-Polymerase    Perkin Elmer, Vaterstetten 
100 bp ladder      New England Biolabs, Schwabach 
50-500 bp DNA Standard    Amersham Biotech, Freiburg 
Hyperladder I      Bioline, Luckenwalde 
 
 
3.1.4 Molekularbiologische Kits 
Blood & Cell Culture DNA Kit   Qiagen, Hilden 
QIAquick Gel Extraktion Kit    Qiagen, Hilden 
QIAquick PCR-Purifikation Kit   Qiagen, Hilden 
SureClone®Ligation Kit    Amersham Biotech, Freiburg 
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ThermoSequenase Sequencing Kit   Amersham Biotech, Freiburg 
Wizard Plus Miniprep DNA Purification System Promega, Mannheim 
 
 
3.1.5 Oligonucleotide 
Die Primer wurden durch die Firma BioTeZ Berlin-Buch GmbH synthetisiert. Tabelle 3 
stellt zusammenfassend die verwendeten Primer und den amplifizierten DNA-Abschnitt 
dar. 
 
Tabelle 3: Übersicht der verwendeten PCR-Primer 
 
Name amplifizierter 
Abschnitt 
Primersequenz 5´ → 3´ 
ALDO 17 
Exon 2 
GCA CAA CTC TCG CAC ACT CTT 
ALDO 18  AGA CTG CTT TTT ACA CTC ACC 
ALDO 19 
Exon 3 
GCT  TGC  TCC  TTA  TGC  TGC  CCT  TGG 
ALDO 20 CCT CCA TTC ACA CCT CAC TTC TGC 
ALDO 21 
Exon 4 
TGC  TAT  GGA  CTG  AAC  TGG  G 
ALDO 22 GCT  TCC  TTC  TTT  ACT  TGC  C 
ALDO 1 
Exon 5 
AGC  CTT  TCT  CTC  TTT  TGT  GAC 
ALDO 2 ATA  CTG  GTG  AGG  GAA  AAG  GAG  GTC 
ALDO 23 
Exon 6  
CGG GTT TGT ATT TAT TTT TTA 
ALDO 24 ATT GGG GCC TTC ATA TTT 
ALDO 33 
Exon 7  
AAA TGT GCC AAG GTC AAG 
ALDO 34 CCA AAG AAT GAG GGC TAA 
ALDO 27 
Exon 8 
ACT TTT CTG GTA GGT TCA TTG C 
ALDO 28 TCA AGT AGA TAA GAG GTG GCA G 
ALDO 3 
Exon 9 
TTA  CCA  AAG  AAA  TGC  TCA  GAA 
ALDO 4 CCA  GGA  AAC  TGC  TGT  GTG  AAA 
 
Alle Primer waren am 5´Ende mit Fluorescein markiert. 
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Tabelle 4 Sequenzierprimer 
 
Name Sequenz 
universal 5’-GTT TTC CCA GTC ACG ACG-3’ 
reverse 5’-AGG AAA CAG CTA TGA CCA T-3’ 
 
Alle Primer waren am 5´-Ende mit Fluorescein markiert. 
 
 
3.1.6 Häufig verwendete Lösungen 
50 x TAE-Puffer   1 M TRIS-HCl (pH 8,0) 
     0,05 EDTA 
     5,7% (v/v) Eisessig 
10 x TBE-Puffer   1 M TRIS-HCl (pH 8,0) 
     890 mM Borsäure 
     20 mM  EDTA 
6x Probenpuffer   15 % Ficoll 400 (w/v) 
     0,25 % Xylencyanol (w/v) 
 
 
3.1.7 Vektoren 
pUC18     Klonierungsvektor 
pKH21 enthält Exon 5 des Aldolase B-Gens mit der  
A174D-Mutation 
pKH23 enthält Exon 5 des Aldolase B-Gens mit der  
A149P-Mutation 
 
 
3.2 Methoden 
Zunächst muss die im Patientenblut enthaltene DNA isoliert werden. Danach können 
die zu untersuchenden Exons mittels PCR amplifiziert werden. Exon 5 enthält die zwei 
häufigsten Mutationen A149P, A174D. Durch Verwendung von am 5´-Ende mit  
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Fluorescein markierten Primern konnten anschließend die PCR Produkte einer RFLP- 
und/oder SSCP-Analyse unterzogen werden und mittels eines ALF-DNA-Sequenzers 
elektrophoretisch getrennt und analysiert werden. Andere unbekannte Mutationen 
wurden durch direkte Sequenzierung der PCR-Produkte oder Sequenzierung der 
klonierten PCR-Fragmente charakterisiert. Im Folgenden sollen die zum Nachweis 
genomischer Mutationen der Aldolase B notwendigen Methoden näher beschrieben 
werden. 
 
 
3.2.1 Gewinnung genomischer DNA 
Zur Gewinnung genomischer DNA kam der von der Fa. Qiagen erhältliche Blood & 
Cell Culture DNA Kit zur Anwendung.  Es genügen bereits wenige ml EDTA-Vollblut 
des Patienten. Die im Blut enthaltenen Zellen wurden zunächst lysiert und die Zellkerne 
durch Zentrifugation isoliert. Nach dem Aufschluss der Zellkerne durch eine Behand-
lung mit Proteinase K wird die genomische DNA durch Anionenaustauschchromato-
graphie gereinigt und mit Isopropanol gefällt. Die gefällte DNA wird durch Zentrifuga-
tion gesammelt und mehrmals mit  70 % -igem (v/v)  Ethanol gewaschen. Das erhaltene 
Pellet wird luftgetrocknet und in 200 µl Aqua dest. gelöst. 
 
 
3.2.2 Quantitative DNA-Bestimmung 
Ein gängiges Verfahren zur Quantifizierung des DNA oder RNA Gehaltes in 
gereinigten oder hoch angereicherten Nucleinsäurepräparaten ist die photometrische 
Messung der Extinktion bei 260 nm. Dafür macht man sich die Absorptionseigenschaf-
ten der Nukleinsäuren zu nutzen. Das Absorptionsmaximum der Nucleotide liegt bei 
einer Wellenlänge von 260 nm. Da in der Probe Proteinverunreinigungen vorhanden 
sein können, welche zu falsch hohen Messwerten führen, misst man außerdem die 
Extinktion bei 280 nm. Hier besitzen Proteine einen hohen Extinktionskoeffizienten. 
Anschließend kann man den Quotient aus den Extinktionen bei 260 nm und 280 nm 
bilden. Sollte der E260/E280 Quotient unter 1.8 liegen, ist von einer  Verunreinigung der 
Probe mit Protein auszugehen. Zur Bestimmung des DNA Gehalts einer Probe wird 
diese zunächst in einem geeigneten Puffer verdünnt, in eine Küvette, üblicherweise mit  
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einer Schichtdicke von 1 cm, pipettiert und die Extinktion bei 260 und 280 nm 
gemessen. Nach der Leerwertkorrektur kann die DNA-Konzentration dann unter Ver-
wendung des Lambert-Beer´schen – Gesetzes berechnet werden. 
 
Eλ = ελ • c • d 
 
E – Extinktionskoeffizient, λ – Wellenlänge,  
ε – molarer Extinktionskoeffizient der absorbierenden Substanz,  
c – Konzentration  
d – Schichtdicke der Küvette 
 
Im Allgemeinen gilt, dass bei einer einer Schichtdicke von 1 cm eine Extinktion von 1 
(bei 260 nm) einem dsDNA Gehalt von 50 µg/ml, einem ssDNA Gehalt von 33 µg/ml 
oder einem RNA Gehalt von 40 µg/ml in der Probe entspricht. 
 
 
3.2.3 PCR 
Mit Einführung der Polymerasekettenreaktion gelang die exponentielle Vervielfachung 
von DNA- und RNA-Abschnitten „in vitro“. Somit stellt die PCR den Ausgangspunkt 
für viele molekulargenetische Analysen dar, insbesondere wenn nur wenig DNA 
Ausgangsmaterial vorhanden ist. Abb. 8 zeigt den schematischen Ablauf einer PCR. 
Zunächst muss im 1. Schritt der Reaktion durch Erwärmen auf 95oC die 
Doppelstrangstruktur der DNA zerstört werden (Denaturierung). Durch Abkühlen auf 
die Primer-spezifische „Annealingtemperatur“ bilden sich im 2. Schritt DNA-Duplexe 
aus den Einzelsträngen der Ziel-DNA und den spezifischen Primern.  An diesen DNA-
Duplexen greift dann im 3. Schritt der PCR-Reaktion eine hitzestabile DNA-
Polymerase (z. B. Taq Polymerase) an und verlängert die Primer. Durch die Wieder-
holung dieses Zyklus gelingt die exponentielle Vervielfachung des gewünschten DNA 
Abschnittes. 
Die Qualität der PCR-Reaktion bezüglich Ausbeute und Reinheit des Amplifikats hängt 
von der Wahl der Primer, der „Annealingtemperatur“ und der Mg2+-Konzentration im 
Reaktionsansatz ab. Während es für die Auswahl der PCR-Primer mehrere Computer-
programme gibt, muss man die letzteren beiden Parameter experimentell optimieren. 
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Abb. 8: Schematischer Ablauf einer PCR-Reaktion.    
 
Für die Probenansätze wurden 200 ng DNA verwendet, welche in 50 µl Ansätzen mit  
5 µl 2 mM dNTPs, 5 µl 10 X PCR-Puffer, 1 - 4 µl 25 mM MgCl2, jeweils 2 µl 12,5 µM 
Primer, 2,5 U Taq DNA Polymerase und Aqua dest. ad 50 µl pipettiert wurden. 
Anschließend wurde die Probe mit 50 µl Mineralöl überschichtet. Zur Durchführung der 
PCR wurde das Thermocycler System Hybaid der Firma OmniGene verwendet. In der 
unten stehenden Tabelle 5 ist das Temperaturprogramm dargestellt. 
 
Tabelle 5: Thermocycler Programm 
 
Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer Reaktion 
1 95oC 5 min Denaturierung 
 95 oC 30 s Denaturierung 
40 48-55 oC 30 s Annealing 
 72 oC 30 s Extension 
1 72 oC 3 min Fill in 
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Aufgrund der Abhängigkeit der „Annealingtemperatur“ vom Primer wurde diese für 
jeden Genabschnitt getrennt ermittelt. 
 
 
3.2.4 Restriktionsendonucleaseverdau 
Restriktionsendonucleasen sind mikrobielle Enzyme, die spezifische Sequenzen doppel-
strängiger DNA erkennen und hydrolytisch spalten. Es sind über 800 Restriktions-
endonucleasen mit jeweils spezifischen Erkennungssequenzen bekannt. Bemerkenswert 
ist, dass viele dieser Sequenzen Palindrome darstellen. Die Aktivität von Restriktions-
endonucleasen wird in Units angegeben, wobei eine Unit bei optimalen Reaktions-
bedingungen in einer 1 Stunde 1µg DNA spaltet. 
Zum Nachweis bekannter Mutationen im humanen Aldolase B-Gen  wurden mit Hilfe 
der Software Clone Manager Restriktionsenzyme so ausgewählt, dass bei Vorliegen der 
Mutation ein vom Wildtyp unterschiedliches Spaltungsmuster entstand.  
Für die Spaltung wurden in  1 – 2 µl DNA (ca. 200 ng), mit 1 µl 10X Puffer, 5 U des 
jeweiligen Restriktionsenzymes und Aqua dest. ad 10 µl gemischt und entsprechend den 
Herstellerangaben inkubiert. Als Kontrollansatz diente eine Probe ohne Enzym. Die 
Analyse des Restriktionsverdaus erfolgte elektrophoretisch. 
 
 
3.2.5 Agarose – Gelelektrophorese 
Durch die Agarose-Gelelektrophorese gelingt es DNA und RNA Stränge ihrer Größe 
nach aufzutrennen und mit Standardgrößen zu vergleichen. Die Auftrennung erfolgte in 
Kammern der Firma Biorad. Die Gele enthielten Agarose in Konzentrationen von 1,5-
2,0 % (w/v). Je höher die Konzentration der Agarose im Gel ist, desto kleiner sind die 
Poren, durch die die Nukleinsäuren wandern können.  
Zur Herstellung wurde die benötigte Agarose-Menge in 1 x TAE Puffer suspendiert und 
in der Mikrowelle für ca. 2 min bis zum Entstehen einer klaren Lösung erwärmt. Diese 
wurde auf ca. 45 – 50oC abgekühlt und danach in die Gießkammer gegossen. Durch das 
Einsetzen eines sog. Gelkamms entstanden die zur Probenauftragung notwendigen 
Schlitze. 5 µl der zu analysierenden Proben wurden mit 1 µl von 6 x Probenpuffer 
gemischt und in die Schlitze des Agarosegels aufgetragen. Bei allen Agaroseelektro-  
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phoresen wurde zur Größenbestimmung der DNA-Fragmente ein entsprechender  DNA-
Längenstandard (im Regelfall 100 bp DNA ladder) mitgeführt. Die elektrophoretische 
Trennung erfolgte für 1 Stunde bei einer konstanten Spannung von 120 V in 1 x TAE-
Puffer. Nach Abschluß der Elektrophorese wurde das Gel für ca. 7 Minuten in einem 
Ethidiumbromidbad (1,6 µg/l) gefärbt. Die anschließende Betrachtung erfolgte unter 
UV-Licht im „Easy Plus“ System der Firma Herolab. Nach Darstellung der Banden 
konnte durch den Vergleich zum DNA-Längenstandard die Bandengröße bestimmt 
werden. 
 
 
3.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten 
Die Reinigungsverfahren sind notwendig um Salze oder andere Reaktionsbestandteile 
aus früheren Ansätzen zu entfernen. Andernfalls könnten diese sonst einen störenden 
Einfluss auf anschließende Reaktion, wie z.B. Sequenzierungen, haben. Zur Reinigung 
von DNA-Fragmenten gibt es verschiedene Verfahren. Zur Durchführung einer Säulen-
chromatographie werden von unterschiedlichen Herstellern bereits fertige Kits ange-
boten. Es wurde der QIAquick PCR Purification Kit verwendet. In Fertigsäulen, welche 
spezielle Bindungsgele enthalten, konnte die DNA aus den Proben gebunden werden. 
Danach erfolgten verschiedene Waschschritte. Letztendlich wurde die gereinigte DNA 
in sterilem Wasser eluiert. 
Ein weiteres Verfahren ist die Reinigung durch Agarosegelelektrophorese. Nach Auf-
tragen des PCR-Reaktionsansatzes auf ein Agarosegel und Darstellung der Banden 
durch Anfärbung mit Ethidiumbromid wurde die gewünschte DNA Bande aus dem Gel 
geschnitten, weitere Bestandteile des Ansatzes blieben somit im Gel. Anschließend 
wurde die DNA mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit isoliert und in sterilem Wasser 
eluiert.  
 
 
3.2.7 SSCP Analyse 
Die Analyse von DNA mittels SSCP basiert auf der Tatsache, dass Mutationen bzw. 
Polymorphismen, welche in den zu untersuchenden DNA-Fragmenten enthalten sind,  
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eine Veränderung der Konformation der DNA-Einzelstränge verursachen, die als 
Laufunterschiede in einer Gelelektrophorese dargestellt werden können.  
Für die SSCP-Analyse wurden 0,5 x MDE Gele in 0.6 x TBE-Puffer verwendet, welche 
aus folgenden Komponenten bestanden:  
 
2 x MDE-Gellösung       12,5 ml 
10 x TBE          3,0 ml 
Aqua dest.        34,5 ml 
TEMED           21 µl 
10 % (w/v) APS        210 µl 
 
Die Proben wurden durch Mischen mit dem gleichen Volumen alkalischem Formamid 
(hergestellt durch Mischen von 1 ml Formamid mit 10 µl 1M NaOH) und Erwärmen auf 
95o für 5 min denaturiert, rasch im Eisbad abgekühlt und einer Elektrophorese unter 
Verwendung des ALF-DNA-Sequenzers unterzogen. Die Elektrophorese wurde bei 
20oC mit 0.6 x TBE als Elektrodenpuffer bei einer Spannung von 600 V unter 
Verwendung der kurzen Elektrophoreseplatten für den ALF-DNA-Sequenzer 
(Trennstrecke 20 cm) durchgeführt. Die Auswertung der Elektrophoresen erfolgte mit 
der Software „Fragmentmanager“ (Version  1.20, Amersham Biotech).  
 
 
3.2.8  Polyacrylamidgelelektrophorese 
Die Trennung der DNA-Fragmente mit Hilfe der kurzen Elektrophoreseplatten (Trenn-
strecke 20 cm) für den ALF-DNA-Sequenzers erfolgte unter Verwendung eines 6 
molaren Harnstoffgels der folgenden Zusammensetzung: 
 
Harnstoff 21,6 g 
50 % (w/v) Long Ranger-Gellösung 7,2 ml 
10 x TBE 6,0 ml 
TEMED   30 µl 
10 % (w/v) APS 300 µl 
Aqua dest.                                          ad 60 ml 
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Die Trennung erfolgte bei 50oC und 600 V.  Zur Berechnung der Fragmentgröße wurde 
der 50-500 bp DNA Standard (Amersham Biotech, Freiburg) mitgeführt. Die Aus-
wertung wurde mit der Software „Fragmentmanager“ durchgeführt. 
 
 
3.2.9 Herstellung kompetenter E. coli Zellen 
3.2.9.1 RbCl2-kompetente Zellen 
Zur Herstellung RbCl2-kompetenter Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml einer 
E. coli-Zellkultur angeimpft und bis zu einer OD600nm von 0.5 bei 37oC unter Schütteln 
inkubiert. Das nach Zentrifugation  (1.000 x g bei 4oC) gewonnene Zellpellet wurde für 
15 min auf Eis gekühlt, in 0.4 Volumen TFBI-Lösung resuspendiert, weitere 15 min auf 
Eis inkubiert und wie oben beschrieben zentrifugiert. Nach Resuspendierung der Zellen 
in 0,04 Volumen TFBII-Lösung und Inkubation für 15 min auf Eis wurden 200 µl 
Aliquote in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80oC aufbewahrt. 
 
TFBI-Lösung:    100 mM RbCl2, pH 5,8 
  30 mM KCl 
  10 mM CaCl2 
  50 mM MnCl2 
  15 % (v/v) Glycerol 
 
TFBII-Lösung     10 mM RbCl2 
  10 mM MOPS, pH 6,5 
   75 mM CaCl2 
   15 % (v/v) Glycerol 
 
 
3.2.9.2 Ultrakompetente Zellen 
Bei der Herstellung ultrakompetenter Zellen wurde nach Chung et al. (1989) vorge-
gangen. Die Vorkultur der E. coli TG2 - Zellen erfolgte über Nacht in 10 ml LB-
Medium bei 37oC und 175 Upm im Schüttelinkubator G-25 (New Brunswick). Nach 15 
Stunden wurden 100 ml vorgewärmtes LB Medium mit 1 ml dieser Vorkultur  
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angeimpft. Die Zellen wuchsen bei 37oC und 225 Upm bis zu einer Zelldichte von 
OD600nm = 0.3 bis 0.4 heran. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen bei 1000xg für 10 
min bei 4oC wurde das Pellet vorsichtig in 10 ml TSS + DMSO (4oC) resuspendiert, zur 
längerfristigen Aufbewahrung portioniert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
bei  -70oC gelagert. 
 
LB-Medium:    1,0 % (w/v) Trypton  
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
1,0 % (w/v) NaCl  
  
TSS:      1 x LB-Medium, pH 6,5  
10 % (w/v) Polyethylenglykol 6000 
50 mM MgCl2 
5 % (v/v) Dimethylsulfoxid  
 
(LB-Medium, Polyethylenglykol und MgCl2 
werden gemischt, der pH eingestellt und die 
Mischung autoklaviert. Die Zugabe des DMSO 
erfolgte erst unmittelbar vor Verwendung.) 
 
 
3.2.10  Klonierung von DNA-Fragmenten 
3.2.10.1  Ligation von DNA-Fragmenten 
Der Einbau von PCR-Fragmenten in den Vektor pUC18 SmaI/BAP erfolgte nach 
Herstellerangaben mit dem SureClone®Ligation Kit.  Dazu wurden mit dem QIAquick 
Gel Extraktion Kit gereinigte PCR-Produkte durch Behandlung mit 10 U Klenow 
Fragment  „blunt“ gemacht und durch Inkubation mit ATP in Gegenwart von 1 U T4-
Polynucleotidkinase die 5’-Enden phosphoryliert. Danach wurde die DNA durch 
Phenol/Chloroform-Extraktion und Filtration durch die im Kit enthaltenen MicroSpin-
Säulen gereinigt. Die Ligation der DNA in den mit dem SmaI geöffneten Vector pUC18 
erfolgte durch Inkubation mit 5 U T4-DNA-Ligase bei 20oC für 2 - 4 Stunden, wobei 
ein Fragment-DNA zu Vector-DNA Verhältnis von 3:1 verwendet wurde. 
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3.2.10.2 Transformation von E. coli - Zellen 
Zunächst wurden 100 µl Aliquote der chemisch kompetenten E. coli - Zellen langsam 
auf Eis aufgetaut, mit ca. 10 µl des Ligationsansatzes vorsichtig vermischt und 30 min 
auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 2 min bei 42oC wurden die Zellen sofort 
wieder 5 min auf Eis gekühlt. Danach wurde der Ansatz in 900 µl auf 37oC vorge-
wärmtes LB - Medium gegeben und 1 Stunde bei 37oC mit 200 rpm geschüttelt. An-
schließend erfolgte das Ausplattieren der Zellen in 50, 200 und 500 µl Aliquoten auf 
LB-Agarplatten, welche mit 60 µl Ampicillin (30 mg/ml), 40 µl X-Gal (50 mg/ml DMF) 
und 20 µl IPTG (20mg/ml) beschichtet waren. Die Platten wurden im Brutschrank über 
Nacht bei 37oC inkubiert. 
 
LB-Agarplatten:   1,5 % (w/v) Agar 
1 x LB-Medium 
 
 
3.2.10.3  Selektion positiver Kolonien und Gewinnung der Plasmide   
Zur Überprüfung, ob die Transformation des Plasmids in die Wirtszelle erfolgt ist, 
wurden positive Klone (Blau/Weiß-Selektion) mit einer sterilen Impföse aufgenommen, 
kurz in einen insertspezifischen PCR-Reaktionsansatz getaucht und gedreht und an-
schließend in 10 ml steriles, 0,3 mg/ml Ampicillin enthaltendes LB-Medium einge-
bracht. Die Mediumröhrchen wurden über Nacht bei 37oC in einem Schüttelinkubator 
bei 200 rpm inkubiert. Aus den Kulturen, bei denen die PCR-Reaktion das Vorhanden-
sein eines Inserts der gesuchten Größe anzeigte, wurde am nächsten Tag das Plasmid 
mit dem Wizard Plus Miniprep DNA Purification System isoliert. Die Elution der 
Plasmide von den Ionenaustauschsäulen erfolgte mit sterilem Wasser.  
 
 
3.2.11 DNA - Sequenzierung 
Die Sequenzierung von dsDNA basierte auf der Didesoxymethode nach Sanger et al. 
(1977) und wurde mit dem ALF-DNA Sequenzer (Amersham Biotech) unter Ver-
wendung des ThermoSequenase Sequencing Kit durchgeführt. Als Primer kamen 
Fluorescein-markierte vektor- oder genspezifische Oligonucleotide (Tabellen 3 und 4)  
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zum Einsatz. Pro Sequenzierreaktion wurden 50 - 100 ng DNA-Matrize mit 4 pmol des 
entsprechenden Primers in einem Gesamtvolumen von 6 µl mit 2 µl des Nucleotid-
Enzym-Puffer-Gemisches gemischt. Die Sequenzierreaktion wurde im GeneAmp PCR 
System 2400 (Perkin-Elmer) durchgeführt und durch Zugabe von 3 µl Formamid-
Auftrags-Puffer beendet. 
Die Auftrennung der Sequenzierprodukte (8 µl) erfolgte auf einem 6 % igen (w/v) Long 
Ranger-Harnstoffgel (Groß-Glasplatten für den ALF-DNA-Sequenzer) bei einer 
Spannung von 800 V für 1000 min, bei 50oC in 0.6 x TBE als Elektrodenpuffer. Die 
Daten wurden mit Hilfe der Software „ALFwin Sequence Analyser“ (Version 2.10.06) 
der Firma Amersham Biotech, Freiburg ausgewertet. 
 
PCR-Programm für die Sequenzierungsreaktion: 
 
  1 Cyclus   95oC, 10 min 
25 Cyclen   95oC, 30 sec 
                      60oC, 30 sec 
 
Zusammensetzung des Sequenziergels (6 %, w/v):  
Harnstoff  27 g 
50 % (w/v) Long Ranger-Gellösung 9,0 ml 
10 x TBE  7,5 ml 
10 % (w/v) APS  375 µl 
TEMED  37,5 µl 
Aqua bidest.                                                                             ad 75 ml 
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4. Ergebnisse 
 
4.1 Patienten 
Patient A. B. (Patient I) 
Anamnestisch ist bekannt, dass Patient I Süßigkeiten und Obstsäfte verweigert und 
bereits im Säuglingsalter Erbrechen nach Fruchtsaftgenuss auftrat. Die stationäre 
Aufnahme erfolgte im Alter von 11 Jahren wegen rezidivierender Bauchschmerzen. Die 
körperliche Entwicklung war altersgerecht (Körpergewicht 10. Perzentile, Körpergröße 
10. Perzentile). Der klinische Status war bis auf eine 1 cm unter dem Rippenbogen 
tastbare Leber altersentsprechend unauffällig. Sonographisch zeigte sich eine leichte 
Hepatomegalie mit sehr feiner, dichter Echotextur der Leber. Laborchemisch auffällig 
waren folgende Befunde: Leukozyten 13.6 Gpt/l mit geringer Linksverschiebung, BSR 
48 mm/h, CRP 97.8 mg/l, α1-Antitrypsin und α1-saures Glykoprotein erhöht. Die 
weiteren paraklinischen Befunde inklusive Zöliakie Diagnostik waren unauffällig.  Zur 
Abklärung des anamnestisch erhobenen Verdachts einer Fruktoseintoleranz wurde ein 
oraler Fruktosetoleranztest mit 2 g Fruktose/kg Körpergewicht durchgeführt (Abb. 9). 
 
Abb. 9: Oraler Fruktosetoleranztest von Patient I 
Nach einer oralen Gabe von 54 g Fruktose (Körpergewicht 27.2 kg, =2 g/kg   
KG) zur Zeit 0 erfolgte zu den in der Abbildung angegebenen Zeiten die 
Abnahme von Blut. 
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Patient K.M. (Patient II) 
Aus der behandelnden Klinik des Patienten ist bekannt, dass er nach Aufnahme von 
Obst oder Süßigkeiten erbricht. Weiterhin auffällig waren eine leichte Vergrößerung der 
Leber und eine geringe Erhöhung der Transaminasen im Serum. Eine Leberbiopsie oder 
eine Fruktosebelastung wurden nicht durchgeführt. 
 
Familie M (Patienten III1, III2 und III3) 
In dieser Familie türkischer Abstammung wurden vor einiger Zeit bei der erstge-
borenen Tochter (A. M.; Patient III1) anhand der klinischen Befunde die Verdachts-
diagnose „hereditäre Fruktoseintoleranz“ gestellt. Die molekularbiologische Analyse in 
unserem Labor zeigte, dass diese Patientin „compound“-heterozygot für die Mutationen 
A149P und A174D ist. Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgeführten Unter-
suchungen, sollten die beiden klinisch unauffälligen, jüngeren Schwestern (M. M.; 
Patient III2 und G. M.; Patient III3) auf das Vorliegen von Mutationen im Aldolase B-
Gen untersucht werden.  
 
Familie L (Patienten IV1 und IV2) 
Bei beiden Patienten kroatischer Abstammung deuten die klinisch erhobenen Befunde 
(z. B. leichte Hepatomegalie, erhöhte Leberwerte, Abneigung gegenüber Süßigkeiten) 
auf das Vorliegen einer hereditären Fruktoseintoleranz hin.  
 
Familie T (Patient V1 und V2) 
Der türkische Patient (O.T.; Patient V1) hat eine hereditäre Fruktoseintoleranz, die 
bereits 1976 durch den Nachweis einer stark verminderten Aldolase B-Aktivitvität im 
Leberbioptat gesichert wurde. Da der Patient in der Zwischenzeit eine Cousine 3. 
Grades (Z.T.; Patient V2) geheiratet hatte und Kinderwunsch bestand, wurde von dem 
Ehepaar eine molekularbiologische Analyse gewünscht, um das Risiko der Erkrankung 
der zukünftigen Kinder abschätzen zu können.  
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4.2 Strategie 
Zum molekularbiologischen Nachweis bzw. Ausschluß einer Mutation im Aldolase B – 
Gen wurde folgende Analysenstrategie gewählt: 
 
1. Es wurde Exon 5 durch RFLP – und SSCP – Analyse auf die beiden häufigsten 
Mutationen A149P und A174D untersucht. 
 
2.  Wurde keine oder nur eine dieser Mutationen auf einem Allel nachgewiesen, wurden 
bei einem begründeten klinischen Verdacht auf eine hereditäre Fruktoseintoleranz alle 8 
kodierenden Exons (Exon 2 - 9) auf seltene oder bisher unbekannte Mutationen 
untersucht. Dabei kamen bei der Suche nach seltenen Mutationen soweit möglich die 
RFLP – Analyse und bei der Suche nach neuen Mutationen die SSCP – Analyse zum 
Einsatz. Zeigte die SSCP – Analyse ein auffälliges von der Kontrolle abweichendes 
Bandenmuster, wurde dieses PCR – Produkt direkt sequenziert. Wenn die direkte 
Sequenzierung des PCR – Fragments das heterozygote Vorliegen einer Mutation 
vermuten ließ, wurde das PCR – Produkt in pUC18 kloniert. Aus den so erhaltenen 
Bakterienklonen wurden die Plasmide isoliert, die „Inserts“ durch  eine PCR-Reaktion 
amplifiziert und mittels SSCP – Analyse auf das Vorliegen der Mutation gescreent. 
Positive Klone wurden in beide Richtungen zur endgültigen Bestätigung der Mutation 
sequenziert. 
 
 
4.3 PCR-Optimierung 
Um möglichst optimale PCR Bedingungen zu schaffen, wurde zum einen die 
„Annealing“ - Temperatur und zum anderen die MgCl2 Konzentration an den zu 
amplifizierenden Genabschitt angepasst. Da sich die Produktmenge umgekehrt pro-
portional zur Produktreinheit verhält, wurde die höchste „Annealing“ - Temperatur 
gewählt (also größte Produktreinheit), bei der noch genügend PCR-Produkt entstand. 
Zur Temperaturoptimierung wurde eine Starttemperatur 10°C unterhalb der berechneten 
spezifischen Schmelztemperatur der Primer gewählt und schrittweise um 2°C erhöht. 
Die optimale MgCl2 – Konzentration wurde durch Variation im Konzentrationsbereich 
von 0.5 – 2.5 mM ermittelt.  
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Tabelle 6 stellt zusammenfassend die ermittelten optimierten „Annealing“–
Temperaturen, MgCl2-Konzentrationen sowie die entstehenden Fragmentgrößen dar. 
Die Menge an Template-DNA (200 ng/ 50 µl PCR-Ansatz) und die Konzentration der 
Primer (6.5µM) wurden für alle Exons konstant gehalten. 
 
Tabelle 6: Übersicht der verwendeten Annealing Temperaturen,  
     MgCl2-Konzentrationen und entstehenden Fragmentgrößen. 
 
Genabschnitt Annealing-Temperatur [°C] MgCl2 [mM] Fragmentgröße [bp] 
Exon 2 52 1.0 169 
Exon 3 70 2.5 281 
Exon 4 48 2.5 273 
Exon 5 54 1.5 299 
Exon 6 48 1.0 287 
Exon 7 52 1.0 295 
Exon 8 55 1.0 317 
Exon 9 54 1.0 290 
 
 
4.4 Nachweis der häufigen Mutationen A149P und A174D 
Die Mutationen A149P beschreibt einen Austausch von Guanin zu Cytosin, wodurch im 
Enzymprotein das Alanin durch ein Prolin ersetzt wird. Durch diesen G / C – Austausch 
entsteht eine Schnittstelle für die Restriktionsendonuclease BsaHI (Abb. 10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10: Vergleich BsaHI Spaltung (Exon 5) Wildtyp versus A149P 
Exon 5 
BsaHI 
A149P 
Wildtyp 
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Daher wurde zum Nachweis auf diese Standardmutationen zunächst ein Restriktions-
endonucleaseverdau durchgeführt. Bei Vorliegen der Mutation A149P entstehen nach 
Behandlung des PCR-Produkts mit BsaHI zwei Fragmente (92 bp, 207 bp). Der 
Wildtyp bleibt ungespalten (299 bp). Das Elektropherogramm einer RFLP - Analyse 
mit BsaHI ist in Abb. 11 am Beispiel von Patient II dargestellt. 
 
Abb. 11:  RFLP-Analyse Exon 5 mit BsaHI 
  Die Elektrophorese erfolgte in einem 15% (w/v) igen Polyacrylamidgel. 
 
Bahn 1: A.M. (Patient II)     Bahn 2: Wildtyp   
Bahn 3: Leerwert (mit H2O anstelle der DNA   Bahn 4: 100bp Standard 
  in der PCR-Reaktion) 
 
Wie oben beschrieben entstehen bei Vorliegen der Mutation 2 Fragmente (92bp, 
207bp). In Bahn 1 sind diese beiden Fragmente als Banden erkennbar. Zusätzlich ist 
eine Bande bei ca. 299bp zu beobachten. Diese ist identisch mit der Bande in Bahn 2 
(Wildtypkontrolle) und stellt das zweite, ungespaltene Allel dar. Patient II ist damit 
heterozygot für die Mutation A149P. Bei allen anderen untersuchten Patienten, mit  
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Ausnahme der Indexpatientin III1 mit dem Genotyp A149P/A174D war die Mutation 
A149P dagegen nicht nachweisbar.  
Im Falle der Mutation A174D wird ein Cytosin durch ein Adenin ersetzt. Im Aldolase B 
Protein wird dadurch aus Alanin Aspartat und es liegt anschließend im Vergleich zum 
Wildtyp eine Schnittstelle weniger für das Restriktionsenzym Cac8I vor (Abb. 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12: Vergleich Spaltung Exon 5 mit Cac8I von Wildtyp und A174D 
 
Bei Vorliegen der Mutation A174D entstehen nach Cac8I Verdau 3 Fragmente (70, 94, 
135 bp), während bei der Spaltung des Wildtyps 4 Fragmente (9, 70, 94, 126 bp) 
resultieren. 
 
Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten ließ sich die Mutation 
A174D nur bei den Schwestern III1 und III2 auf jeweils einem der beiden Allele nach-
weisen, das heißt es wurden zusätzlich zu den 4 Fragmenten des Wildtyps das für die 
A174D – Mutation typische Fragment mit 135 bp beobachtet (Ergebnis nicht darge-
stellt). Das Vorliegen der Mutation A174D wurde durch eine SSCP-Analyse von Exon 
5 verifiziert (Abb. 13). 
 
 
 
 
Exon 5 
A174D 
Wildtyp 
Cac8I 
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Abb. 13:  SSCP Analyse von Exon 5 bei Patient III1, III2, III3 
 
Bahn 25: Patient III1  Bahn 31: Positivkontrolle A149P / A149P (pKH21) 
Bahn 27: Patient III2  Bahn 33: Positivkontrolle A174D / A174D (pKH23) 
Bahn 29: Patient III3 
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In dieser Abbildung ist das Migrationsmuster der Einzelstränge der PCR-Produkte der 3 
Geschwister III1, III2 und III3 im Vergleich zu zwei PCR-Produkten, die die 
Mutationen A149P und A174D in homozygoter Form enthalten, dargestellt. 
Erwartungsgemäß zeigen die beiden Positivkontrollen in Bahn 31 und Bahn 33 je 2 
Peaks, die dem jeweiligen Sense- bzw. Antisensestrang entsprechen. Für die Mutation 
A174D ist der langsamer wandernde Einzelstrang mit einer Laufzeit von ca. 255 min. 
charakteristisch, während der schnell wandernde Einzelstrang mit einer Laufzeit von ca. 
210 min. nur schwer vom schnell wandernden Einzelstrang einer gesunden Kontrolle 
(nicht in der Abbildung gezeigt) zu unterscheiden ist. Ähnliches gilt für die Mutation 
A149P. Auch hier ist der langsam wandernde Einzelstrang (Laufzeit ca. 280 min.) 
typisch für die Mutation, während der schnell wandernde Einzelstrang mit einer 
Laufzeit von ca. 230 min. schwer von dem langsam wandernden Einzelstrang der 
gesunden Kontrolle unterscheidbar ist. Bei der Indexpatientin III1 (Bahn 25) sieht man 
ein 4-Peak Muster mit den beiden für die Mutationen A149P und A174D 
charakteristischen Peaks bei ca. 255 bzw. ca. 280 min., was für eine „compound“ 
Heterozygotie (A149P/A174D) zu erwarten war.  
Bei der jüngeren Schwester III2 (Bahn 27) ist der für die Mutation A174D typische 
Einzelstrang mit einer Laufzeit von ca. 255 Minuten vorhanden, während der für die 
Mutation A149P typische Einzelstrang bei ca. 280 Minuten fehlt. Dafür ist ein weiterer 
Peak mit einer Laufzeit von etwa 235 Minuten sichtbar, der weder dem Wildtyp noch 
einer der beiden genannten Mutationen zugeordnet werden kann und offensichtlich eine 
weitere Mutation im Exon 5 repräsentiert (siehe 4.6). Außerdem wurde bei dieser 
Patientin nur ein 3-Peak Muster erhalten , was darauf hindeutet, dass zwei Einzelstränge 
unter den verwendeten Bedingungen nicht von einander getrennt werden konnten. Auf 
Grund der Fläche der 3 Peaks kann angenommen werden, dass der am schnellsten 
wandernde Peak bei einer Laufzeit von etwa 210 Minuten diese beiden Einzelstränge (1 
Strang mit der A174D und 1 Strang mit einer unbekannten Mutation) repräsentiert. 
Auch bei der jüngsten Schwester (Patient III3, Bahn 29) wird ebenfalls ein 3-Peak 
Muster erhalten, das sich aber von dem der mittleren Schwester (III2) dahingehend 
unterscheidet, dass der für die Mutation A174D typische Peak (Laufzeit ca. 255 min.) 
fehlt. Auch bei dieser Patientin ist der mutierte Einzelstrang mit einer Laufzeit von 
etwas 235 min. sichtbar. Der mittlere Peak bei ca. 230 min. entspricht dem Wildtyp.  
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Zusammenfassend zeigt die in Abb. 13 dargestellte SSCP-Analyse, dass die beiden 
jüngeren Schwestern (III2 und III3) einen anderen Genotyp als die Indexpatientin III1 
besitzen. Jedoch haben diese beiden Schwestern eine bisher unbekannte Mutation, die in 
einem späteren Kapitel charakterisiert wird. Bei der mittleren Schwester wurde 
außerdem die Mutation A174D in heterozygoter Form nachgewiesen, sodass 
anzunehmen ist, dass auch dieses Kind an einer hereditären Fruktoseintoleranz leidet, 
jedoch einen anderen Genotyp als die ältere Indexpatientin hat. Die jüngste Schwester 
(Patient III3) hat keine der beiden Mutationen der Indexpatientin, sondern neben einem 
Wildtypallel ein Allel mit der auch bei der Patientin III2 nachgewiesenen neuen 
Mutation. Sie sollte damit klinisch gesund sein. 
 
 
4.5 Suche nach selteneren Mutationen durch RFLP-Analyse 
Um weitere, weniger häufige Mutationen nachzuweisen, wurde mit denen in Tabelle 7  
genannten Restriktionsenzymen eine RFLP-Analyse der Patientenproben durchgeführt.  
Tabelle 7:  Restriktionsendonucleasen zum Nachweis seltener Mutationen im  
Aldolase B – Gen. 
  
 
 
Enzym Lokalisation Mutation 
N1aIII Exon 2 M-1T 
AvaI  Q20∆A 
TspRI  R3op 
DdeI Exon 3 R59X 
KpnI  37∆4 
BceAI Exon 5 C134R 
AciI  W147R 
PvuII  IVS5 
AvaII Exon 7 IVS6 
Cac8I  C239X 
FokI Exon 8 R303W 
AciI/ApoI Exon 9 A337V 
DdeI  N334K 
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Von diesen in Tabelle 8 aufgeführten Mutationen ist die Mutation N334K auf Exon 9 
besonders im südosteuropäischen Raum relativ häufig. Durch den Austausch von 
Cytosin in Guanin im Codon 335 (Abb. 14) kommt es zum Ersatz des Asparagins in 
Position 334 des reifen Aldolase B – Proteins durch ein Lysin.  
 
Wildtyp:  5'-GCTAACTGCCAGGCGG-3' 
Mutant:  5'-GCTAAGTGCCAGGCGG-3' 
 
Abb. 14: Sequenzvergleich von Wildtyp DNA und DNA mit der N334K Mutation 
 
Durch diese Mutation entsteht eine neue Schnittstelle für die Restriktionsendonuclease 
DdeI (Abb. 15). Wie bei Exon 5 wurden auch bei Exon 9 RFLP- und SSCP-Analysen 
zum Nachweis dieser Mutation verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15: Vergleich DdeI Spaltung (Exon 9) Wildtyp versus N334K 
 
Im Falle der Patienten I, II, III1, III2, III3 und V1,V2 zeigten sich in diesem Genab-
schnitt keine Auffälligkeiten. Bei Patient IV1 und IV2 kam es nach Amplifizierung von 
einem 290 bp langen Fragment, welches Exon 9 enthielt, nach Restriktionsendo-
nucleaseverdau mit DdeI zur Spaltung in zwei Fragmente (38 bp, 252 bp) (Abb. 16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
Exon 9 
Wildtyp 
N334K 
DdeI 
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Laufzeit [min] 
 
Abb. 16:  DdeI Verdau von Exon 9 bei Familie L (Patient IV1 + IV2) 
Die Trennung der DNA Fragmente erfolgte in einem Polyacrylamidgel 
unter Verwendung des ALF – DNA – Sequenzers, Trennstrecke = 20 cm. 
Die Bestimmung der Fragmentgröße erfolgte mit Hilfe des 50 – 500 bp 
Standards. 
 
Bahn 26: gesunde Kontrolle   Bahn 34: Patient IV1 
Bahn 27: Vater    Bahn 37: Patient IV2 
Bahn 31: Mutter 
 
Abb. 16 zeigt, dass Wildtyp DNA (Bahn 26) nicht durch DdeI spaltbar ist und somit nur 
ein DNA – Fragment vorhanden ist. Bahn 27 und 31 zeigen das Muster der beiden 
Eltern. In beiden Fällen liegt ein Allel mit dem nicht spaltbaren Wildtyp und ein Allel, 
welches von DdeI in 2 Fragmente gespalten wird, vor. Dieses Allel enthält die Mutation 
N334K. Beide Elternteile stellen somit klinisch gesunde, heterozygote Träger der 
Mutation N334K dar. In Bahn 34 und 37 sind die Proben von Patient IV1 und Patient 
IV2 aufgetragen. In beiden Fällen sieht man nur die beiden Fragmente mit 38 und 252 
bp, die für die N334K Mutation typisch sind, jedoch keine ungespaltene DNA. Beide  
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Kinder der Eltern sind somit homozygote Träger der Mutation N334K. Die in Abb. 17 
gezeigte SSCP Analyse bestätigt das obige Resultat. 
 
 
Laufzeit [min] 
 
Abb. 17:  SSCP Analyse von Exon 9 bei der Familie L. (Patient IV1, Patient IV2)   
  Die Trennung der Einzelstränge erfolgte wie in Material und Methoden  
beschrieben unter Verwendung des ALF – DNA – Sequenzers bei 10°C. 
 
Bahn 13: Kontrolle    Bahn 16: Patient IV1 
Bahn 14: Vater    Bahn 17: Patient IV2 
Bahn 15: Mutter 
 
Bahn 13 zeigt das Wildtypmuster mit 2 Peaks bei einer Laufzeit von ca. 435 und 455 
Minuten. Bei den beiden Eltern (Bahn 14 und 15) sind zusätzlich zu diesen Wildtyp  
Banden noch zwei weitere, rascher wandernde Banden bei ca. 425 und 440 Minuten zu 
sehen. Bei den beiden Kindern (Bahn 16 und 17) sind nur noch die schnell wandernden 
Banden, jedoch keine Wildtyp – Banden nachweisbar. Damit wurde für Familie L. der 
in Abb. 18 dargestellte Stammbaum erhalten. 
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Abb. 18 : Stammbaum der Familie L. 
 
Im Weiteren wurde eine RFLP – Analyse mit allen in Tabelle 7 aufgeführten Restrik-
tionsendonucleasen durchgeführt. Mit Ausnahme der FokI – Spaltung von Exon 8 bei 
Patient I und bei der Doppelspaltung von Exon 9 von Patient II mit AciI und ApoI 
wurden dabei keine Auffälligkeiten beobachtet.  
 
Eine schematische Darstellung der Spaltung von Exon 8 mit FokI, wie sie im Falle von 
Patient I durchgeführt wurde, ist in Abb. 19 dargestellt. Bei Vorliegen der Mutation 
entstehen 3 Fragmente (73, 135 und 109 bp), während bei einer gesunden Kontrolle nur 
2 Fragmente mit 135 und 182 bp Größe entstehen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Restriktionsverdau Exon 8 mit FokI 
Exon 8 
R303W 
Wildtyp 
FokI 
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Abb. 20 zeigt das Ergebnis des Restriktionsverdaus von Exon 8 mit FokI bei Patient I. 
Bahn 25 stellt das ungespaltene PCR – Fragment dar. Bahn 26 (Patient I) und Bahn 28 
(Mutter von Patient I) zeigen jeweils die 3 Fragmente, wie sie nach Verdau mit FokI bei 
Vorliegen der Mutation R303W zu erwarten sind, während mit einer Kontroll – DNA 
(Bahn 30) nur 2 Banden mit 135 und 182 bp zu beobachten sind. Damit sind Mutter und 
Tochter heterozygot für die Mutation R303W. 
 
Dieser Befund wurde durch Klonierung des PCR – Fragments und Sequenzierung der 
Klone mit der zusätzlichen FokI – Spaltstelle bestätigt. 
 
 
Fragmentgröße [bp] 
 
Abb. 20:  FokI Verdau von Exon 8  
Die Elektrophorese erfolgte mit 20 cm Glasplatten unter Verwendung 
des ALF – DNA – Sequenzers. 
 
Bahn 25: PCR-Fragment   Bahn 30: Kontrolle  
Bahn 26: Patient I    Bahn 31: 50-500 bp Standard 
Bahn 28: Mutter von Patient I 
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Durch die Mutation A337V wird in Exon 9 eine AciI – Schnittstelle zerstört (Abb. 21). 
AciI spaltet das PCR – Produkt der Wildtyp DNA in 3 Fragmente mit 49, 94 und 147 
bp, während man beim Vorliegen der A337V Mutation nur zwei Fragmente mit 143 und 
147 bp erhalten würde. Da diese beiden fast gleich großen Fragmente sich in der 
Elektrophorese nur schlecht trennen lassen, wurde der in Abb. 21 dargestellte Doppel-
verdau mit AciI und ApoI gewählt. Dadurch entstehen bei dem Wildtyp 4 Fragmente  
mit 49, 67, 80 und 94 bp, während man beim Vorliegen der A337V Mutation nur 3 
Fragmente mit 67, 80 und 143 bp erhält. Der Nachweis eines Fragments mit 143 bp ist 
beweisend  für das Vorliegen der A337V Mutation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21:  Schematische Darstellung des Restriktionsendonucleaseverdaus von  
Exon 9 mit AciI und ApoI 
 
Der Doppelverdau von Exon 9 mit ApoI und AciI bei Patient II ergab das in Abb. 22 
Bahn 1 gezeigte Fragmentmuster. Man sieht bei dem Patienten (Bahn 1) und bei seinem 
Vater (Bahn 3) deutlich eine Bande mit einer Größe von 143 bp, die in der mütterlichen 
DNA (Bahn 4) nicht nachweisbar ist.  
 
Unter Berücksichtigung der Befunde, die bei der Untersuchung von Exon 5 erhalten 
wurden, kann festgestellt werden, dass bei dem Patienten der Genotyp A149P/A337V 
vorliegt. 
 
Exon 9 
A337V 
Wildtyp 
AciI ApoI AciI 
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Abb. 22:  Elektrophorese nach Restriktionsverdau mit AciI und ApoI 
Die Trennung erfolgte in einem 15% (w/v) igen Polyacrylamidgel mit 
einer Trennstrecke von 10 cm. 
 
Bahn 1: Patient II     Bahn 3: Vater Patient II 
Bahn 2: 100 bp ladder (Standard)   Bahn 4: Mutter Patient II 
 
 
4.6. Screening nach weiteren Mutationen durch SSCP-Analyse 
Im angeschlossenen SSCP Screening wurden die Proben der Patienten mit Verdacht auf 
Vorliegen einer hereditären Fruktoseintoleranz, aber bisher nicht nachgewiesener Muta-
tion auf beiden Allelen untersucht. Auffällige Befunde wurden im Exon 5 bei der 
Familie M. (Patient III2 und III3) (Abb. 13) und bei Patient I sowie im Exon 8 bei der 
Familie T. (Patient V1) erhalten. 
Beispielhaft für diese Befunde wird im folgenden die SSCP-Analyse der Familie T. 
(Patient V1 und V2) dargestellt. Der Patient V1 mit einer enzymatisch bestätigten 
hereditären Fructoseintoleranz zeigte nur in Exon 8 ein geringfügig von gesunden 
Kontrollen abweichendes Migrationsmuster in der SSCP-Analyse (Abb.23), während 
seine Frau (Patient V2) in allen Fällen das SSCP-Muster einer gesunden Kontrolle 
zeigte. 
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Der Unterschied im SSCP-Muster von Patient V1 war eine geringfügig schnellere 
Migration (ca. 3-4 min.) des schneller wandernden DNA-Stranges sowie eine um 5-6 
min. langsamere Wanderung des anderen DNA-Stranges. Obwohl diese Unterschiede 
sehr klein waren, konnten sie in mehreren Experimenten mit neuen PCR-Produkten und 
anderen Kontrollen reproduziert werden, sodass der Verdacht auf das Vorliegen einer 
Mutation in Exon 8 geäußert werden musste. 
Dieses PCR-Produkt wurde deshalb ebenso wie die auffälligen PCR-Produkte von 
Patient I (Exon 5) und von Patient III2 und III3 (Exon 5) direkt sequenziert. Außerdem 
wurde bei Patient I auch Exon 8 sequenziert um das heterozygote Vorliegen der 
Mutation R303W zu bestätigen. Bei Patient III1 wurde Exon 5 im Vergleich zu den 
Schwestern III2 und III3 ebenfalls sequenziert. 
 
 
Zeit [min] 
────    Patient V1    ---------   Ehefrau (Patient V2) 
 
Abb. 23:  SSCP – Analyse von Exon 8 bei Patient V1 und V2 
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4.7. Direkte Sequenzierung der PCR-Produkte 
Die entsprechenden PCR-Produkte wurden mit sequenzspezifischen Primern direkt 
einer Sequenzierreaktion unterworfen, wobei die folgenden Ergebnisse erhalten wurden. 
Die Sequenzierung von Exon 8 bei Patient I zeigte mit der in Abb. 24 dargestellten 
Ausnahme die Wildtypsequenz. In Position 910 der CDS war zusätzlich zum Thymin 
noch ein Cytosin in der gleichen Position zu sehen, wobei beide Basen etwa die halbe 
Intensität der benachbarten Basen aufwiesen, was auf einen T→C – Austausch auf 
einem Allel hinweist. Dieser T→C – Austausch führt zur Veränderung des Codons 304 
von CGG zu TGG und damit zu einem Austausch von Arginin zu Tryptophan im 
Enzymprotein. Damit wurde das Vorliegen der Mutation R303W bestätigt. 
 
 
 
Abb. 24:  Sequenzierung Exon 8 bei Patient I 
  Der Pfeil zeigt die Position des Basenaustauschs. 
 
In der Familie M. konnte gezeigt werden, dass bei der Indexpatientin (III1, A.M.) 
sowohl der G→C – Austausch, der für die Mutation A149P (Abb. 25), als auch der 
C→A – Austausch, der für die Mutation A174D (Abb. 26) verantwortlich ist, in hetero-
zygoter Form vorliegen. Beide Mutationen liegen auf unterschiedlichen Allelen, da bei 
der Mutter die Mutation A174D und bei dem Vater die Mutation A149P jeweils in  
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heterozygoter Form nachweisbar waren. Bei beiden Geschwistern (M.M., III2 und G.M. 
III3) war die Mutation A149P nicht nachweisbar (Abb. 25). Im Bereich der Mutation 
A174D wurde bei diesen Patienten ein überraschender Befund erhoben (Abb. 26). Bei 
der mittleren Schwester (M.M., III2) wurde sowohl der für die Mutation A174D 
typische C→A – Austausch, als auch unmittelbar davor ein G→A – Austausch, beide in 
heterozygoter Form, beobachtet. Dieser G→A – Austausch führt auf Proteinebene zu 
einem Ersatz des Alanins durch Threonin (A174T). Dieser G→A – Austausch war auch 
bei der jüngsten Schwester (G.M., III3) zu beobachten (Abb. 26). Bei dieser Patientin 
konnte das Vorliegen des mütterlichen A174D-Allels ausgeschlossen werden. Die 
Analyse der DNA beider Eltern zeigte, dass das neue A174T – Allel von der Mutter 
vererbt wurde, d.h. die Mutter ist „compound“ – heterozygot für die Mutationen A174D 
und A174T, wobei die beiden Mutationen auf Grund des Erbganges in der Familie 
(Abb. 29) auf unterschiedlichen Allelen liegen müssen.  
 
 
 
Abb. 25:  Sequenzierung Exon 5, Familie M., Bereich mit der A149P Mutation 
  Der Pfeil zeigt die Position des G→C-Austauschs der A149P Mutation 
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Abb. 26:  Sequenzierung Exon 5, Familie M., Bereich mit der Mutation A174D 
Die Pfeile zeigen die Position des C→A – Austausches für die Mutation 
A174D, bzw. des G→A – Austausches für die Mutation A174T. 
 
Bei Patient V1 konnte durch direkte Sequenzierung des Exon 8 eine bisher nicht 
beschriebene AC-Deletion in Position 841-842 CDS nachgewiesen werden (Abb. 27), 
wohingegen seine Frau (Patient V2) eine Wildtypsequenz zeigte. 
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Abb. 27:  Sequenzierung von Exon 8 (Patient V1) 
Der Pfeil zeigt die Position der AC-Deletion bei Patient V1 (oben), die 
Wildtypsequenz einer gesunden Kontrolle (unten) ist in dieser Position 
unterstrichen. 
 
Die direkte Sequenzierung von Exon 5 bei Patient I ergab kein sicher auswertbares 
Ergebnis, deshalb wurde dieses PCR – Produkt ebenso wie die PCR – Produkte der 
Familie M. (Patient III1-III3) in pUC18 kloniert und die Plasmid – DNA, der Klone mit 
einem auffälligen SSCP – Muster sequenziert.  
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4.8. Sequenzierung von klonierten PCR-Produkten 
Die Klonierung der PCR – Produkte erfolgte entsprechend dem in Abb. 28 dargestellten 
Schema. Zunächst wurden die PCR-Produkte durch Behandlung mit Klenow Fragment 
an beiden 3´-Enden „blunt“ gemacht und anschließend mittels der T4 
Polynukleotidkinase an beiden 5´-Enden phosphoryliert. Der Vektor (pUC18) wurde 
mit dem Restriktionsenzym SmaI behandelt, wodurch im nächsten Schritt die Ligation 
der PCR-Produkte in pUC18 durch die T4-DNA Ligase möglich wurde. Zum Nachweis 
einer erfolgreichen Ligation der „Fremd-DNA“ in pUC18 dient das „blau-weiß 
Screening“. In dem Genom von pUC18 findet sich das lacZ Gen, welches das Enzym  
β-Galaktosidase kodiert. Dieses Enzym spaltet Galaktose und ähnliche Substrate unter 
Bildung eines blauen Farbstoffs. Innerhalb des lacZ Gens befindet sich eine „multiple 
cloning site“, in die die „Fremd-DNA“ eingebaut wird. Nach erfolgreicher Ligation 
wird die β-Galaktosidase nicht mehr exprimiert und Galaktose (hier: X-Gal) kann nicht 
mehr verdaut werden. Folglich bleiben diese Kolonien weiß. Die auf diesem Wege 
erhaltenen positiven Bakterienklone, wurden isoliert und durch eine PCR – Reaktion 
auf das Vorliegen des korrekten Inserts geprüft. Die so erhaltenen PCR – Produkte der 
theoretisch erwarteten Größe wurden danach einer SSCP – Analyse unterzogen. 
Diejenigen Plasmide, die das beim SSCP – Screening beobachtete auffällige Banden-
muster aufwiesen, wurden dann mit Plasmid – spezifischen Primern sequenziert. Die 
Ergebnisse bestätigen die, bei der direkten Sequenzierung der PCR – Produkte 
erhaltenen Befunde bei der Familie M. (Patient III1-III3). 
Bei Patient I konnte in Exon 5 (Abb. 29) ein A→T – Austausch in Position c.497 
nachgewiesen werden, der zu der Mutation E165V führt. 
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Abb. 28: Schematische Darstellung der Klonierung der PCR - Produkte 
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Abb. 29:  Sequenzierung Exon 5 bei Patient I.  
Der Pfeil zeigt den A-T Austausch. Das PCR-Fragment wurde, wie im 
Text beschrieben, in pUC18 kloniert. Mit positiven Bakterienklonen 
wurde eine erneute PCR durchgeführt und die erhaltenen Amplifikate mit 
SSCP-Analyse auf das Vorliegen der vermuteten Mutation gescreent. 
Plasmide mit dem entsprechenden SSCP-Muster wurden dann in beide 
Richtungen sequenziert. Ein Beispiel einer solchen Sequenzierung ist 
hier dargestellt. 
 
 
4.9. Genotypus der untersuchten Patienten 
A.B. (Patient I): 
Bei Patient I konnte zunächst durch eine RFLP–Analyse die Mutation R303W in Exon 
8 in einem Allel nachgewiesen und in der anschließenden direkten Sequenzierung 
bestätigt werden. Das andere Allel enthält die neue Mutation E165V, die durch eine  
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SSCP-Analyse sowie Klonierung und Sequenzierung von Exon 5 nachgewiesen wurde. 
Patient I ist compound heterozygoter Träger der Mutationen E165V / R303W. 
 
K.M. (Patient II): 
Bei Patient II und seiner Mutter konnte bereits im ersten Screening bei beiden die 
Mutation A149P in Exon 5 in heterozygoter Form und somit die häufigste Mutation in 
Deutschland gefunden werden. Durch die weitere RFLP – Analyse konnte außerdem die 
Mutation A337V in Exon 9 bei dem Patienten und seinem Vater nachgewiesen werden. 
Durch diese Mutation kommt es zum Austausch von Alanin durch Valin. Als Ergebnis 
ist der Patient compound heterozygot für A149P / A337V. 
 
Familie M. (Patient III1, III2, III3): 
In früheren Untersuchungen in unserem Labor war Patient III1 als „compound“ 
heterozygoter Träger der Mutationen A149P und A174D diagnostiziert wurden. Patient 
III2 war ebenfalls „compound“ heterozygot. Allerdings lagen bei dieser Patientin die 
Mutationen A174D und A174T vor. Patient III3 ist heterozygoter Merkmalsträger für 
die Mutation A174T.  
III1: A149P / A174D,  III2: A174D / A174T,  III3: A174T / Wildtyp 
 
Familie L. (Patient IV1, IV2): 
Bei beiden Patienten ließ sich durch Restriktionsverdau mit DdeI und durch SSCP-
Analyse die in Südosteuropa am häufigsten vorkommende Mutation N334K in beiden 
Allelen nachweisen. Sie sind somit beide homozygoter Träger dieser Mutation. 
IV1: N334K / N334K,  IV2: N334K / N334 
 
Familie T. (Patient V1, V2):  
Durch direkte Sequenzierung des Exon 8 konnte bei Patient V1 eine bis dahin 
unbekannte 2bp Deletion nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um die Mutation 
c.841-842delAC. Bei der Ehefrau (Patient V2) ließ sich keine Mutation nachweisen.  
 
Tabelle 8 zeigt die nachgewiesenen Genotypen der untersuchten Patienten. 
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Tabelle 8:  Übersicht der Patienten und gefundenen Mutationen 
 
Patient Mutation 
I       R303W / E165V 
II    A149P / A337V 
III1  A174D / A149P 
III2 A174D / A174T 
III3  A174T / wt 
IV1   N334K / N334K 
IV2 N334K/N334K 
V1  c.841-842delAC/c.841-842delAC 
V2 wt / wt 
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5. Diskussion 
5.1. Mutationen im Aldolase B - Gen 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es in 5 Familien mit 8 Patienten die Diagnose 
„hereditäre Fruktoseintoleranz“ mit molekularbiologischen Methoden zu bestätigen. 
Dabei handelte sich in allen Fällen um Patienten mit einer klinisch, in einem Fall 
enzymatisch, gesicherten Diagnose. Bei allen Patienten war das Vorliegen einer der 
häufigen Mutationen A149P und A174D nur auf einem oder auf keinem der zwei Allele 
zu Beginn der Untersuchungen bekannt. Eine Ausnahme bildete die Familie M., bei der 
der von unserem Labor diagnostizierte Indexpatient III1 „compound“ heterozygot für 
die beiden häufigen Mutationen war und den Genotyp A149P/A174D besaß.  
 
In allen Fällen mit Ausnahme von Patient III3 (Genotyp A174T/Wildtyp) konnten zwei 
Mutationen im Aldolase B-Gen nachgewiesen werden (Tabelle 9). Von den insgesamt 
nachgewiesen 8 Mutationen waren 3 zum Zeitpunkt der Experimente in der Fach-
literatur noch nicht beschrieben und erhöhen die Zahl der bekannten Mutationen im 
Aldolase B – Gen auf insgesamt 45. Dabei handelt es sich um 25 Punktmutationen, 15 
Deletions- bzw. Insertionsmutationen und 5 Mutationen der Spleißregion (Tabelle 10). 
 
Tabelle 9: Allelhäufigkeit in 8 HFI-Patienten aus 5 unabhängigen Familien 
  In dieser Arbeit erstmals beschriebene Mutationen sind hervorgehoben. 
 
Mutation Zahl der Allele 
N334K 4 
A149P 2 
A174D 2 
A174T 2 
c.841_842delAC 2 
R303W 1 
A337V 1 
E165V 1 
 
Diskussion      59 
 
 
Tabelle 10: Mutationen im Aldolase B - Gen  
 
Trivialname Systematischer 
Name 
Aminosäure-
veränderung 
Exon 
bzw. 
Intron  
Literatur 
 
Punktmutationen    
M-1T c.2T ⎟ C p.M1T E2 Ali (1993) 
R3ter c.10 C ⎟ T p.R4X E2 Ali (1994a) 
R56P c.170G ⎟ C p.R57P E3 Davit-Spraul 
(2008) R59ter c.178 C ⎟ T p.R60X E3 Brooks (1994) 
 C134R c.403 T ⎟ C p.C135R E5 Brooks (1994) 
W147R c.442 T ⎟ G p.W148R E5 Ali (1995) 
W147X c.444G ⎟ A p.W148X E5 Davit-Spraul 
(2008) A149P c.448 G ⎟ C p.A150P E5 Cross (1988) 
E165V c.497 A ⎟ T p.E166V E5 diese Arbeit 
Y174X c.522 C ⎟ G p.Y174X E5 Gruchota 
(2006) A174T c.523 G ⎟ A p.A175T E5 diese Arbeit 
A174D c.524 C ⎟ A p.A175D E5 Cross (1990a) 
C177R c.532T ⎟ C p.C178R E5 Santer (2005) 
P183R c.551 C ⎟ A p.P184R E6 Sanchez (2002) 
Y203ter c.612 T ⎟ A p.Y204X E6 Ali (1993) 
Y203ter c.612T ⎟ G  p.Y204X E6 Santer (2005) 
C239ter c.720 C ⎟ S p.C240X E7 Kajihara (1990) 
L283P c.851T ⎟ C p.L284P E7 Santer (2005) 
L256P c.770 T ⎟ C p.L257P E7 Ali (1994b) 
A279D c.839C ⎟ A p.A280D E8 Davit-Spraul 
(2008)  R303W c.910 C ⎟ T p.R304W E8 Tolan (1995) 
R303Q c.911 G ⎟ A p.R304Q E8 Santamaria 
(2000) L311P c.932T ⎟ C p.L311P E8 Davit-Spraul 
(2008) N334K c.1005 C ⎟ G p.N335K E9 Cross (1990b) 
A337V c.1013 C ⎟ T p.A338V E9 Ali (1998) 
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Fortsetzung Tabelle 10 
 
Trivialname Systematischer 
Name 
Aminosäure-
veränderung 
Exon 
bzw. 
Intron  
Literatur 
 
Deletions- und Insertionsmutationen    
Q20)A c.62delA frameshift E2 Santamaria (1996) 
 c.146delT p.V49GfsX27  Davit-Spraul (2008) 
 c.250delC frameshift  Gruchota (2006) 
)4IVS2-E3 IVS2-1Gdel GGTA G38T39del E3 Cross (1990c) 
 c.345-372del28 frameshift  Santer (2005) 
)4E4 c.360-363delCAAA N120K121 del E4 Dazzo (1990) 
 c.479-482 delAACA frameshift E4 Chi (2007) 
)E4-E5 g.7516-9165 del L109-S160 del E4-5 Cross (1990c) 
)6E6 c.541-546 del L182Val183 del E6 Santamaria (1999) 
 c.689ins TGCTAA p.K230MfsX136  Davit-Spraul (2008) 
)E6-E7 g.9912-10836del N181-G267 del E6-7 Cross (1990c) 
 c.841-842delAC frameshift E8 diese Arbeit und  
Santer (2005) 
L288)C c.865 de C L289 del E8 Cross (1990a) 
 c.953del42bp frameshift  Davit-Spraul (2008) 
 c.1044-1049del 
TTCTGGinsACACT 
frameshift  Santer (2005) 
„Splice site“ - Mutationen    
IVS2 +1G⎟A c.112+1G⎟A  I2 Davit-Spraul (2008) 
IVS2-1G⎟A c.113-1G⎟A   I2 Santer (2005) 
IVS5 +1G⎟C c.540+1G⎟C - I5 Tolan (1995) 
IVS6 –1G⎟A c.625–1G⎟A - I6 Ali (1994a) 
IVS7 +2T⎟A c.801+2T⎟A - I7 Santer (2005) 
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Zwei der neu identifizierten Mutationen, E165V und A174T, befinden sich im Exon 5 
und wurden beim routinemäßigen Screening des entsprechenden PCR-Produkts durch 
SSCP-Analyse gefunden. Da diesen beiden Mutationen in den jeweiligen Patienten in 
“compound”- heterozygoter Form mit der Mutation R303W (Patient I) bzw. der 
Mutation A174D (Patient III2) vorlagen, wurden die entsprechenden PCR-Produkte in 
pUC18 kloniert. Die aus den positiven Transformanten isolierte Plasmid-DNA wurde 
erneut mit Hilfe der SSCP-Analyse auf das auffällige Migrationsmuster untersucht. 
Durch Sequenzierung der Klone mit dem auffälligen Migrationsmuster wurden dann, 
wie im Ergebnisteil beschrieben, diese beiden Mutationen identifiziert. Bei beiden 
DNA-Veränderungen im Exon 5 handelt es sich eindeutig um Mutationen, da die auf-
fälligen Migrationsmuster in mehr als 600 SSCP-Analysen von Patienten mit der 
Verdachtsdiagnose “hereditäre Fruktoseintoleranz”, die im Zeitraum 1992 – 2008 in 
unserem Labor durchgeführt wurden, nicht nachweisbar waren. 
 
Der bei Patientin I identifizierte Austausch der Glutaminsäure in Position 165 des reifen 
Aldolase B-Proteins durch einen Valinrest ist ein Ersatz einer sauren, polaren Amino-
säure durch eine Aminosäure mit einer hydrophoben und sterisch großen Seitenkette, 
was zu einer Veränderung der dreidimensionalen Struktur des Aldolase B-Proteins und 
damit zu einer Beeinträchtigung seiner enzymatischen Aktivität führen sollte. Die 
Mutation R303W, die erstmals 1995 von Tolan beschrieben wurde, führt zu einer 
Aldolase B-Mutante, die weniger als 5 % Restaktivität gegenüber dem Wildtyp besitzt 
(Rellos et al. (2000) und Tabelle 11). Da weiterhin die Analyse der Mutter der Patientin 
zeigte, dass diese heterozygoter Merkmalsträger für die Mutation R303W ist und 
demzu-folge die neue E165V Mutation mit großer Wahrscheinlichkeit vom Vater, der 
nicht für eine DNA-Analyse zur Verfügung stand, stammt, kann geschlußfolgert 
werden, daß die Patientin I zwei defekte Allele des Aldolase B- Gens besitzt, die die 
klinischen Befunde und das Ergebnis des oralen Fruktosetoleranztest mit einem 
Blutzuckerabfall, Aus-bildung einer metabolischen Azidose sowie passagerem Anstieg 
der Transaminasen erklären. 
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Tabelle 11:  Spezifische Maximalaktivitäten und Km-Werte von Aldolase B -
Mutanten (nach Rellos et al. 2000) 
 
 Substrat FBP / F1P – 
Quotient Protein Fruktose-1,6-bisphosphat Fruktose-1-phosphat 
 spez. Aktivität 
[:mol/min/mg] 
Km  
[:M] 
spez. Aktivität 
[:mol/min/mg] 
Km 
[:M] 
 
Wildtyp 4.79 4.0 ± 0.6 4.50 2.4 ± 0.24 1.06 
A149P 0.76 27 ± 0.002 0.66 9.8 ± 1.7 1.16 
R303W 0.23 330 ± 110 0.12 KMM1 2.02 
N334K 0.62 NB2 0.52 NB2 1.20 
A337V 4.17 22 ± 0.003 2.56 24 ± 5 1.63 
 
1 keine Michaelis-Menten Kinetik; 2 nicht bestimmt 
 
Der Befund in der Familie M. (Patienten III1 – III3) war überraschend. Bei der Index-
patientin wurde vor Beginn dieser Arbeit in unserem Labor die Verdachtsdiagnose 
„hereditäre Fruktoseintoleranz“ durch Nachweis der häufigen Mutationen A149P und 
A174D auf je einem Allel gesichert. Beide Mutationen führen zu einer Destabilisierung 
der Quartärstuktur der Aldolase B (Rellos et al. 2000) und damit zu einer niedrigen 
Enzymaktivität unter in vivo Bedingungen. 
 
Die Fragestellung der Analysen war die Klärung des Genotyps der beiden jüngeren 
Schwestern (Patient III2, III3). Dabei zeigt sich bei der mittleren Schwester (Patient 
III2) wie bereits oben erwähnt in der SSCP-Analyse ein Migrationsverhalten, das für 
das heterozygote Vorliegen der Mutation A174D typisch ist, die Anwesenheit der 
Mutation A149P auf dem anderen Allel aber ausschließt. Darüberhinaus deutete das 
Migrationsmuster der Einzelstränge auf das Vorliegen einer weiteren Mutation auf dem 
DNA-Strang, der nicht die Mutation A174D enthielt, hin. Anhand der Migrationsmuster 
sollte die gleiche Mutation auch bei der Mutter und der jüngsten Schwester (III3) in 
heterozygoter Form vorliegen - bei der Mutter in Kombination mit der Mutation A149P  
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und bei der jüngsten Schwester in Kombination mit einem Wildtypallel. Die Sequenzie-
rung dieses auffälligen Allels ergab einen G →A – Austausch in Position 523 der CDS, 
der zu einem Austausch des Alanins in Position 174 der reifen Aldolase B durch ein 
Threonin führt.  Damit liegen in der Familie 3 unterschiedliche Mutationen im Aldolase 
B-Gen vor. Den Erbgang dieser drei Mutationen in der Familie zeigt Abb. 29.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30:  Stammbaum der Familie M.  
 
Die klinische Relevanz der bisher nicht beschriebenen Mutation A174T bleibt jedoch 
unklar. Auf der einen Seite haben wir diese Mutation weder in anderen HFI-Patienten 
noch in gesunden Kontrollen nachweisen können. Auf der anderen Seite sollten sowohl 
die mittlere Schwester (Patientin III2), als auch die Mutter Zeichen einer „hereditären 
Fruktoseintoleranz“ aufweisen, da sie neben dem Allel mit der A174T – Mutation 
jeweils ein Allel mit einer bekannten fatalen Mutation (A149P im Fall der Mutter und 
A174D im Fall der Patientin III2) aufweisen. Nach den uns zugänglichen klinischen 
Daten zeigten aber beide Patienten wenn überhaupt nur sehr schwache Symptome einer 
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HFI. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Mutation A174T entweder zu einer milden  
Form der HFI führt oder keine klinische Relevanz besitzt. Für eine endgültige Klärung 
dieser Frage ist eine heterologe Expression dieser Aldolase B-Mutante und ein Ver-
gleich ihrer  biochemischen Eigenschaften mit dem Wildtypenzym notwendig. 
 
Wildtyp 
GCCACTCTCAACCTCAATGCTATCAACCTTTGCCCTCTACCAAAGCCCTGGAAACTAAGT 
AlaThrLeuAsnLeuAsnAlaIleAsnLeuCysProLeuProLysProTrpLysLeuSer 
TTCTCTTATGGACGGGCCCTGCAGGCCAGTGCACTGGCTGCCTGGGGTGGCAAGGCTGCA 
PheSerTyrGlyArgAlaLeuGlnAlaSerAlaLeuAlaAlaTrpGlyGlyLysAlaAla  
AACAAGGAGGCAACCCAGGAGGCTTTTATGAAGCGGGCCATGGCTAACTGCCAGGCGGCC  
AsnLysGluAlaThrGlnGluAlaPheMetLysArgAlaMetAlaAsnCysGlnAlaAla 
AAAGGACAGTATGTTCACACGGGTTCTTCTGGGGCTGCTTCCACCCAGTCGCTCTTCACA  
LysGlyGlnTyrValHisThrGlySerSerGlyAlaAlaSerThrGlnSerLeuPheThr  
GCCTGCTATACCTACTAG 
AlaCysTyrThrTyr--- 
 
delAC – Mutante 
GCC--TCTCAACCTCAATGCTATCAACCTTTGCCCTCTACCAAAGCCCTGGAAACTAAGTTT 
Ala--SerGlnProGlnAlaTyrGlnProLeuProSerThrLysAlaLeuGluThrLysPhe    
CTCTTATGGACGGGCCCTGCAGGCCAGTGCACTGGCTGCCTGGGGTGGCAAGGCTGCAAA 
LeuLeuTrpThrGlyProAlaGlyGlnCysThrGlyCysLeuGlyTrpGlnGlyCysLys 
CAAGGAGGCAACCCAGGAGGCTTTTATGAAGCGGGCCATGGCTAACTGCCAGGCGGCCAA  
GlnGlyGlyAsnProGlyGlyPheTyrGluAlaGlyHisGly--- 
 
Abb. 31:  Einfluß der c.841-842delAC – Mutation auf dem Aldolase B-Protein.  
  Es ist jeweils die DNA- und die Aminosäuresequenz vom Alanin 280 bis  
  zum Stopp-codon dargestellt. 
 
Bei Patient V, bei dem die Diagnose bereits im Kindesalter durch eine Enzymaktivitäts-
bestimmung im Leberbioptat gesichert wurde, konnte durch SSCP-Analyse gezeigt 
werden, dass sehr wahrscheinlich im Exon 8 eine Veränderung der DNA vorliegt. Die 
direkte Sequenzierung des entsprechenden PCR-Produkts zeigte, dass es sich hierbei um 
das homozygote Vorliegen einer kleinen Deletion (c.841-842delAC) handelte. Diese 2 
Basenpaardeletionen führen zu einer völligen Veränderung der Aminosäuresequenz 
nach dem Alanin in Position 280 und durch die Entstehung eines neuen Stoppcodons in 
Exon 9 zu einem vorzeitigen Ende der Proteinsynthese 53 Aminosäuren nach dem 
Alanin in Position 280 (Abb. 30). Bei der Ehefrau des Patienten, die eine Cousine  
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3. Grades ist, konnte das Vorliegen dieser neuen Mutation ebenso ausgeschlossen 
werden, wie das Vorliegen der häufigen Mutationen A149P und A174D. 
 
Bei den Patienten II und IV1 bzw. IV2 konnten durch RFLP-Analyse Mutationen im 
Exon 9 nachgewiesen werden. Bei den Geschwistern IV1 und IV2 liegt auf beiden 
Allelen die in Südosteuropa am häufigsten vorkommende Mutation N334K vor, d.h. 
beide haben den Genotyp N33K/N334K, während bei Patient II die Mutation A337V in 
heterozygoter Form nachgewiesen werden konnte. Er ist damit „compound“ hetero-
zygot mit dem Genotyp A149P/A337K.  
Für beide im Exon 9 nachgewiesenen Mutationen gibt es kinetische und Stabilitäts-
untersuchungen der entsprechenden heterolog exprimierten Mutantenenzyme, die 
zeigen, dass die Mutation N334K zu einer reduzierten Stabilität des Aldolasehomo-
tetramers und die Mutation A337K zu einer Aldolase B mit stark veränderten 
kinetischen Eigenschaften führt (Rellos et al. 2000). Beide Veränderungen führen zu 
einer stark verringerten in situ Aktivität des Enzymproteinsproteins und sind damit 
verantwortlich für die klinische Symptomatik. 
 
5.2. Häufigkeit und geographische Verteilung von Aldolase B Mutanten  
Die Inzidenz der der hereditären Fruktoseintoleranz liegt in Europa nach verschiedenen 
Studien bei etwa 1: 20 000 bis 1:30 000 (James et al. 1996; Santer et al. 2005; Gruchota 
et al. 2006). Die Ursache der Erkrankung sind Mutationen der Aldolase B, die zu einem 
Enzym mit verminderter Aktivität oder verminderter Stabilität führen. Von den zur Zeit 
bekannten fast 50 Mutationen ist die Mutation A149P in allen Ländern, in denen solche 
Untersuchungen gemacht wurden, am häufigsten. Daneben sind in mitteleuropäischen 
Patienten die Mutationen A174D und N334K noch relativ häufig anzutreffen. Zwischen 
den verschiedenen geographischen Regionen gibt es jedoch große Unterschiede in der 
Inzidenz der verschiedenen Mutationen. So fand Cox (1994) in Großbritannien die 
Mutation A149P in 95 % aller Defektallele des Aldolase B-Gens. Auf dem euro-
päischen Festland ist die Häufigkeit der Mutation A149P dagegen deutlich geringer. Für 
Deutschland (Nigg 2003), Italien (Santamaria et al. 1996), Frankreich (Davit-Spraul et 
al. 2008) und Spanien (Sanchez-Gutierrez et al. 2002) wurden Werte zwischen 61 und  
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78% für die Inzidenz der A149P Mutation angegeben. Der Anteil der Mutation A174D 
an den nachgewiesenen Aldolase B-Mutationen lag in diesen Ländern zwischen 11 und 
23% und der der N334K Mutation bei 5 bis 8% (Caciotti et al. 2008,  Davit-Spraul et al. 
2008, Santer 2005). Auch in der nordamerikanischen Bevölkerung sind die Mutationen  
A149P und A174D die zwei am häufigsten vorkommenenden Allele mit Häufigkeiten 
von 44 % und 9%, gefolgt von den Mutationen )4E4 und R59ter, die eine Inzidenz von 
jeweils 4 % haben (Coffee et al. 2010). Obwohl bisher nicht sehr viele Daten vorhanden 
sind, scheint in Südosteuropa, insbesondere dem ehemaligen Jugoslawien die Mutation 
N334K zu dominieren. In der  Türkei ist die Situation kompliziert. Einerseits beobachtet 
man wie in Mitteleuropa eine Dominanz der Mutationen A149P und A174D (Dursun et 
al. 2001), andererseits finden sich sehr oft private Mutationen bei Patienten aus dieser 
Region wie in der vorliegenden Arbeit (Patient V1 und bei den Patienten III2 und III3). 
 
5.3 Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf eine HFI 
Die HFI ist eine relativ benigne Erkrankung, wenn sie rechtzeitig diagnostiziert und be-
handelt wird. Unmittelbar nach der Aufnahme von Fruktose oder eines in diese um-
wandelbaren Kohlenhydrats zeigen Betroffene eine schwere reaktive Hypoglykämie 
und eine metabolische Azidose, die sich aber bei der Vorstellung beim Arzt oder bei 
Aufnahme in die Klinik sehr oft bereits wieder normalisiert haben. Andere Symptome 
wie z. B. Erbrechen und gastrointestinale Beschwerden nach Aufnahme von Fruktose 
sind nicht für die HFI spezifisch und werden auch bei anderen Störungen des 
Fruktosestoffwechsel wie z. B. der Fruktosurie oder der Fruktosemalabsorption beob-
achtet. 
Etwa 60 % der HFI-Patienten entwickeln eine Aversion gegenüber Süßigkeiten und 
Obst, was ein weiterer Grund dafür ist, dass die Diagnose „hereditäre Fruktose-
intoleranz“ nicht oder erst spät im Leben gestellt wird (Nigg 2003). Eine Aufnahme von 
Fruktose über längere Zeiträume führt zu schweren Leber- und Nierenschäden bis hin 
zum völligen Versagen dieser Organe. Eine frühzeitige sichere Diagnose der HFI ist 
deshalb wichtig. Für viele Jahre waren der intravenöse Fruktosetoleranztest bzw. die 
Aktivitätsbestimmung im Gewebe (Leber, Niere oder Dünndarm) die Methoden der 
Wahl zum Ausschluß bzw. zur Bestätigung einer HFI. Mit der raschen Entwicklung der  
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molekularbiologischen Methoden Ende der Achtziger und Anfang der Neunziger Jahre 
des letzten Jahrhunderts verloren diese Methoden an Bedeutung und wurden recht 
schnell durch verschiedene molekularbiolgische Verfahren ersetzt. Die ersten diagno-
stischen Untersuchungen von HFI-Patienten zeigten sehr schnell, dass einige wenige 
Mutationen (in Deutschland A149P und A174D) bei dem Großteil der Patienten 
nachweisbar waren und die meisten Laboratorien, die eine solche Diagnostik anboten, 
beschränkten sich auf den Nachweis bzw. den Ausschluß dieser Mutationen (z.B. 
Kullberg-Lindh et al. (2002)). In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass auch 
bei den Patienten mit der Verdachtsdiagnose „hereditäre Fruktoseintoleranz“, die keine 
der häufigen Mutationen haben, die Diagnose mit molekularbiologischen Methoden 
durch den Nachweis seltener oder bisher nicht beschriebener Mutationen gesichert 
werden kann.    
 
Wir schlagen deshalb das in unten stehendem Schema (Abb. 31) dargestellte 
diagnostische Vorgehen bei Verdacht auf Vorliegen einer HFI vor: Bei einem gut 
begründeten klinischen Verdacht, der sich auf das Vorliegen mehrerer der genannten 
Symptome und einer sorgfältigen Ernährungs- und Familienanamnese begründet, sollte 
mit molekulargenetischen Methoden der Patient auf das Vorliegen der häufigsten 
Mutationen im Aldolase B-Gen untersucht werden. Das betrifft die Mutationen A149P 
und A174D im Exon 5 und in Abhängigkeit vom ethnischen Hintergrund andere 
Mutationen wie z. B. N334K (für Südosteuropäer) oder )4E4 und R59ter (bei 
nordamerikanischen Patienten). Der Nachweis der häufigen Mutationen ist mit 
verschieden Methoden möglich. Einmal ein direkter Nachweis der Mutation durch 
RFLP-Analyse, z. B. Verdau von Exon 5 mit BsaHI für die Mutation A149P und Exon 
9 mit DdeI zum Nachweis der Mutation N334K. Zum anderen sind auch indirekte 
Methoden, wie z. B. die SSCP-Analyse (in der vorliegenden Arbeit) oder die DHPLC-
Analyse (Denaturating High Performance Liquid Chromatography) wie von Santer et al. 
(2005) beschrieben, möglich. Der Vorteil dieser „Screening“-Methoden ist, dass sie 
zusätzlich zum Nachweis der gesuchten Mutation auch Hinweise auf neue oder seltene 
Mutationen liefern können. Als dritte Möglichkeit bietet sich die direkte Sequenzierung 
von Amplifikons an, bei der ebenfalls zusätzlich zum Nachweis der An- bzw. Abwesen- 
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heit der fraglichen Mutationen, Informationen zu weiteren Veränderungen im 
untersuchten Genbereich erhalten werden.  
 
Abb. 32: Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf HFI 
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Mit der Weiterentwicklung der Methoden zur DNA-Sequenzierung („next-generation 
sequencing technology“: 454-Technologie z. B. Rothberg und Leamon (2008), 
Illumina-Technology z. B. Metzker (2010)) und der damit verbundenen Kostensenkung 
ist dies mit sehr großer Wahrscheinlichkeit die Methode der Zukunft. 
 
Sollte sich keine oder nur auf einem Allel eine der häufigen Mutationen nachweisen 
lassen und klinisch ein hochgradiger Verdacht auf HFI bestehen, ist eine weitergehende  
molekulargenetische Untersuchung aller Exons mit den oben dargestellten Methoden 
auf seltenere oder neue Mutationen sinnvoll.   
 
Lässt sich auch mit diesem Ansatz keine Mutation im Aldolase B – Gen nachweisen, 
muss auch an andere Störungen im Fruktosestoffwechsel gedacht werden. Besonders 
häufig ist dabei die Fruktosemalabsorption, die im Gegensatz zur hereditären Fruktose-
intoleranz für den Patienten zwar nicht lebensbedrohlich ist, aber auf Grund der manch-
mal massiven gastrointestinalen Symptome das Wohlbefinden der Betroffenen deutlich 
beeinträchtigen kann. Die Methode der Wahl zum Nachweis einer Fruktose-
malabsorption ist heute der H2 – Atemtest, bei dem nach einer oralen Fruktosegabe die 
H2-Exhalation gemessen wird. 
 
Die Durchführung dieses Tests ist bei Vorliegen einer hereditären Fruktoseintoleranz 
nicht unproblematisch wie Müller et al. 2003 beschrieben haben, da es zu schweren  
Hypoglykämien und zur metabolischen Azidose kommen kann. Die Durchführung 
dieses Tests muss deshalb unter engmaschiger klinischer Überwachung der Patienten 
erfolgen. Dies gilt auch für erwachsene Patienten, da ein nicht unbeträchtlicher 
Prozentsatz der HFI-Patienten nicht im Kindesalter diagnostiziert wird (Nigg 2003,  
Yasawy et al. 2009). 
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6. Zusammenfassung 
Die hereditäre Fruktoseintoleranz (HFI) ist eine relativ benigne Erkrankung, wenn sie 
rechtzeitig diagnostiziert und behandelt wird. Ursache der Erkrankung sind Mutationen 
im Gen der Aldolase B auf Chromosom 9. Unmittelbar nach der Aufnahme von Fruk-
tose oder eines in diese umwandelbaren Kohlenhydrats zeigen Betroffene eine schwere 
reaktive Hypoglykämie und eine metabolische Azidose, die sich aber bei der Vor-
stellung beim Arzt oder bei Aufnahme in die Klinik sehr oft bereits wieder normalisiert 
haben. Andere Symptome wie z. B. Erbrechen und  gastrointestinale Beschwerden nach 
Aufnahme von Fruktose sind nicht für die HFI spezifisch und werden auch bei anderen 
Störungen des Fruktosestoffwechsel wie z. B. der Fruktosurie oder der Fruktosemal-
absorption beobachtet.  
 
Eine Aufnahme von Fruktose über längere Zeiträume führt zu schweren Leber- und 
Nierenschäden bis hin zum völligen Versagen dieser Organe. Eine frühzeitige sichere 
Diagnose der HFI ist deshalb wichtig. Für viele Jahre waren der intravenöse Fruktose-
toleranztest bzw. die Aktivitätsbestimmung im Gewebe (Leber, Niere oder Dünndarm) 
die Methoden der Wahl zum Ausschluß bzw. zur Bestätigung einer HFI. Mit der 
raschen Entwicklung der molekularbiologischen Methoden Ende der Achtziger und 
Anfang der Neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts verloren diese Methoden an 
Bedeutung und wurden durch verschiedene molekularbiolgische Verfahren ersetzt. Die 
ersten diagnostischen Untersuchungen von HFI-Patienten zeigten, dass einige wenige 
Mutationen (in Deutschland A149P und A174D) bei dem Großteil der Patienten 
nachweisbar sind und die meisten Laboratorien, die eine solche Diagnostik anboten, 
beschränkten sich auf den Nachweis bzw. den Ausschluß dieser Mutationen.  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu zeigen, dass auch bei den Patienten mit der 
Verdachtsdiagnose „hereditäre Fruktoseintoleranz“, die keine der häufigen Mutationen 
haben, die Diagnose mit molekularbiologischen Methoden durch den Nachweis seltener 
oder bisher nicht beschriebener Mutationen gesichert werden kann. Untersucht wurden 
8 Patienten aus 5 Familien mit dieser Verdachtsdiagnose. Dabei handelte sich in allen 
Fällen um Patienten mit einer klinischen und in einem Fall enzymatisch gesicherten 
Diagnose. Bei allen Patienten war das Vorliegen einer der häufigen Mutationen A149P  
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und A174D nur auf einem oder auf keinem der zwei Allele zu Beginn der Unter-
suchungen bekannt. Eine Ausnahme bildete die Familie M., bei der der von unserem 
Labor diagnostizierte Indexpatient III1 „compound“ heterozygot für die beiden häufigen 
Mutationen war und den Genotyp A149P/A174D besaß.  
 
In allen Fällen mit Ausnahme von Patient III3 (Genotyp A174T/Wildtyp) konnten zwei 
Mutationen im Aldolase B-Gen nachgewiesen werden. Von den insgesamt 8 identifi-
zierten Mutationen waren 3 zum Zeitpunkt der Experimente in der Fachliteratur noch 
nicht beschrieben und erhöhen die Zahl der bekannten Mutationen im Aldolase B – Gen 
auf insgesamt 45. 
 
Zwei der neu identifizierten Mutationen, E165V und A174T, befinden sich im Exon 5 
und wurden beim routinemäßigen Screening des entsprechenden PCR-Produkts durch 
SSCP-Analyse gefunden. Da diesen beiden Mutationen in den jeweiligen Patienten in 
“compound”- heterozygoter Form mit der Mutation R303W (Patient I) bzw. der 
Mutation A174D (Patient III2) vorlagen, wurden die entsprechenden PCR-Produkte in 
pUC18 kloniert. Die aus den positiven Transformanten isolierte Plasmid-DNA wurde 
erneut mit Hilfe der SSCP-Analyse auf das auffällige Migrationsmuster untersucht. 
Durch Sequenzierung der Klone mit dem auffälligen Migrationsmuster wurden dann 
diese beiden Mutationen identifiziert. Bei beiden DNA-Veränderungen im Exon 5 
handelt es sich eindeutig um Mutationen, da die auffälligen Migrationsmuster in mehr 
als 600 SSCP-Analysen von Patienten mit der Verdachtsdiagnose “hereditäre Fruktose-
intoleranz”, die im Zeitraum 1992 – 2008 in unserem Labor durchgeführt wurden, nicht 
nachweisbar waren. 
 
Die bei Patientin I auf dem väterlichen Allel identifizierte Mutation E165V führt zu 
einem Austausch der Glutaminsäure in Position 165 des reifen Aldolase B-Proteins 
durch einen Valinrest. Dieser Ersatz einer sauren, polaren Aminosäure durch eine 
Aminosäure mit einer hydrophoben und sterisch großen Seitenkette sollte zu einer 
Veränderung der dreidimensionalen Struktur des Aldolase B-Proteins und damit zu 
einer Beeinträchtigung seiner enzymatischen Aktivität oder der Stabilität des homo-
tetrameren Enzymproteins führen. Die auf dem mütterlichen Allel nachgewiesene  
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Mutation R303W führt zu einer Aldolase B-Mutante, die nach Literaturdaten weniger 
als 5 % der Aktvität des Wildtyps besitzt. Damit hat die Patientin I zwei defekte Allele, 
was die klinischen Befunde und das Ergebnis des oralen Fruktosetoleranztest mit einem 
Blutzuckerabfall, Ausbildung einer metabolischen Azidose sowie passagerem Anstieg 
der Transaminasen erklärt. 
 
Der Befund in der Familie M. (Patienten III1 – III3) war überraschend. Die Frage-
stellung der Analysen war die Klärung des Genotyps der beiden jüngeren Schwestern 
(Patient III2 und III3) der Indexpatientin III1. Dabei zeigt sich bei der mittleren 
Schwester (Patient III2) in der SSCP-Analyse ein Migrationsverhalten, das für das 
heterozygote Vorliegen der Mutation A174D typisch ist und die Anwesenheit der 
Mutation A149P auf dem anderen Allel ausschließt. Darüberhinaus deutete das Migra-
tionsmuster der Einzelstränge auf das Vorliegen einer weiteren Mutation auf dem DNA-
Strang, der nicht die A174D enthielt, hin. Anhand der Migrationsmuster sollte die 
gleiche Mutation auch bei der Mutter und der jüngsten Schwester (Patient III3) in 
heterozygoter Form vorliegen. Bei der Mutter in Kombination mit der Mutation A149P 
und bei der jüngsten Schwester in Kombination mit einem Wildtypallel. Die Sequen-
zierung dieses auffälligen Allels ergab einen G →A – Austausch in Position 523 der 
CDS der zu einem Austausch des Alanins in Position 174 der reifen Aldolase B durch 
ein Threonin führt. Damit liegen in der Familie 3 unterschiedliche Mutationen im 
Aldolase B-Gen vor.  
Die klinische Relevanz der bisher nicht beschriebenen Mutation A174T bleibt jedoch 
unklar. Auf der einen Seite haben wir diese Mutation weder in anderen HFI-Patienten 
noch in gesunden Kontrollen nachweisen können. Auf der anderen Seite sollten sowohl 
die mittlere Schwester (Patientin III2), als auch die Mutter Zeichen einer „hereditären 
Fruktoseintoleranz“ aufweisen, da sie neben dem Allel mit der A174T – Mutation 
jeweils ein Allel mit einer bekannten fatalen Mutation (A149P im Fall der Mutter und 
A174D im Fall der Patientin III2) aufweisen. Nach den uns zugänglichen klinischen 
Daten zeigten aber beide Patienten wenn überhaupt nur sehr schwache Symptome einer 
HFI. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Mutation A174T entweder zu einer milden 
Form der HFI führt oder keine klinische Relevanz besitzt. Für eine endgültige Klärung  
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dieser Frage ist eine heterologe Expression dieser Aldolase B-Mutante und ein 
Vergleich ihrer  biochemischen Eigenschaften mit dem Wildtypenzym notwendig. 
 
Bei Patient V, bei dem die Diagnose „HFI“ bereits im Kindesalter durch eine 
Enzymaktivitätsbestimmung im Leberbioptat gesichert wurde, konnte durch SSCP-
Analyse gezeigt werden, dass sehr wahrscheinlich im Exon 8 eine Veränderung der 
DNA vorliegt. Die direkte Sequenzierung des entsprechenden PCR-Produkts zeigte, 
dass es sich hierbei um das homozygote Vorliegen einer kleinen Deletion (c.841-
842delAC) handelte. Diese 2 Basenpaardeletionen führen zu einer völligen Ver-
änderung der Aminosäuresequenz nach dem Alanin in Position 280 und durch die 
Entstehung eines neuen Stoppcodons in Exon 9 zu einem vorzeitigen Ende der Protein-
synthese 53 Aminosäuren nach dem Alanin in Position 280. Bei der Ehefrau des 
Patienten, die eine Cousine 3.Grades ist, konnte das Vorliegen dieser neuen Mutation 
ebenso wie das Vorliegen der häufigen Mutationen A149P und A174D ausgeschlossen 
werden und damit abgeschätzt werden, dass das Risiko des Auftretens einer HFI beim 
geplanten Kind sehr gering ist. 
 
Bei den Patienten II und IV1 bzw. IV2 konnten durch RFLP-Analyse Mutationen im 
Exon 9 nachgewiesen werden. Bei den kroatischen Geschwistern IV1 und IV2 liegt auf 
beiden Allelen die in Südosteuropa am häufigsten vorkommende Mutation N334K vor, 
d.h. beide haben den Genotyp N33K/N334K, während bei Patient II die Mutation 
A337V in heterozygoter Form nachgewiesen werden konnte. Er ist damit „compound“ 
heterozygot mit dem Genotyp A149P/A337V.  
 
Für beide im Exon 9 nachgewiesenen Mutationen gibt es in der Literatur Daten zu den 
kinetischen Eigenschaften und zur Stabilität der entsprechenden heterolog exprimierten 
Mutantenenzyme, die zeigen dass die Mutation N334K zu einer reduzierten Stabilität 
des Aldolasehomotetramers und die Mutation A337V zu einer Aldolase B mit ver-
änderten kinetischen Eigenschaften führt. Beide Veränderungen führen zu einer stark 
verringerten in situ Aktivität des Enzymproteinsproteins und sind damit verantwortlich 
für die klinische Symptomatik der Patienten. 
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Zusammenfassend konnten wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass auch bei den 
Patienten mit der Verdachtsdiagnose „hereditäre Fruktoseintoleranz“, die keine oder nur 
auf einem Allel eine der häufigen Mutationen haben, die Diagnose mit molekular-
biologischen Methoden durch den Nachweis seltener oder bisher nicht beschriebener 
Mutationen gesichert werden konnte.   
 
Anhand dieser Befunde wird zur Sicherung der Diagnose „hereditäre Fruktose-
intoleranz“ vorgeschlagen, die molekulargenetische Analytik in zwei Stufen durchzu-
führen. 
1. Bei einem gut begründeten klinischen Verdacht, der sich auf das Vorliegen mehrerer 
Symptome und einer sorgfältigen Ernährungs- und Familienanamnese begründet, sollte 
die DNA des Patientens auf das Vorliegen der häufigsten Mutationen im Aldolase B-
Gen untersucht werden. Das betrifft die Mutationen A149P und A174D im Exon 5 und 
in Abhängigkeit vom ethnischen Hintergrund andere Mutationen wie z. B. N334K (für 
Südosteuropäer) oder ))4E4 und R59ter (bei nordamerikanischen Patienten). Der Nach-
weis der häufigen Mutationen ist mit verschieden Methoden möglich. Einmal ein 
direkter Nachweis der Mutation durch RFLP-Analyse, z. B. nach Verdau von Exon 5 
mit BsaHI für die Mutation A149P und von Exon 9 mit DdeI zum Nachweis der 
Mutation N334K. Zum anderen sind auch indirekte Methoden wie z. B. die SSCP-
Analyse oder die DHPLC-Analyse (Denaturating High Performance Liquid Chromato-
graphy) möglich. Der Vorteil dieser „Screening“-Methoden ist, dass sie zusätzlich zum 
Nachweis der gesuchten Mutation auch Hinweise auf neue oder seltene Mutationen 
liefern können. Als dritte Möglichkeit bietet sich die direkte Sequenzierung von 
Amplifikons an, bei der ebenfalls zusätzlich zum Nachweis der An- bzw. Abwesenheit 
der fraglichen Mutationen, Informationen zu weiteren Veränderungen im untersuchten 
Genbereich erhalten werden. Mit der Weiterentwicklung der Methoden zur DNA-
Sequenzierung („next-generation sequencing technology“) und der damit verbundenen 
Kostensenkung ist dies mit sehr großer Wahrscheinlichkeit die Methode der Zukunft. 
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2. Sollte sich auf keinem oder nur auf einem Allel eine der häufigen Mutationen nach-
weisen lassen und klinisch ein hochgradiger Verdacht auf eine HFI bestehen, ist eine 
weitergehende molekulargenetische Untersuchung aller Exons mit den oben dargestell-
ten Methoden auf seltenere oder neue Mutationen sinnvoll.  Lässt sich auch mit diesem 
Ansatz keine Mutation im Aldolase B – Gen nachweisen, muss auch an andere 
Störungen im Fruktosestoffwechsel, wie z. B. die Fruktosemalabsorption gedacht 
werden. 
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